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ANTIGENES DE PLASMODIUM FALCIPARUM ET LEURS 
APPLICATIONS VACCINALE8 ET DIAGNOSTIQUES 

CONTEXTE DE L'INVENTIOM 
5 a) Domains de [Invention 

La presente invention se rapporte & de nouveaux antlgAnes de 
Plasmodium falciparum et & leurs applications vaccinates et diagnostiques. Plus 
particulterement, la prdsente invention vise das molecules polynudAotidlques et 
polypeptidiques immunogeniques, des compositions les comprenant, et des 
1 o m6thodes de diagnostic et de vaccination du paludtemes. 

b) Brtva description da Tart antfrieur 

Le paludisme est une maladie provoqu6e par I'infection de parasites 
protozoals appartenant aux aplcomplexes de Pespece Plasmodium et transmis 
par les famelles das moustiques du genre Anopheles. MalgrA le fait que TOMS a 
classe, depuis 1998, le paludisme parmi les trois maladies infectleuses d'lntdrfit 
majeur pour la sant6 publique mondial© au mime rang que la tuberculosa et le 
SIDA, il n'existe pas encore de vaccin efficace contra cette maladie. 

Des etudes pr6c6dentes ont conduit & la miee en Evidence de polypeptides 
antigGniques du stade pr6-erythrocytaire de la maladie, notamment les 
polypeptides SALSA (pour SporozoTte Liver Stage Antigen) decrits dans EP A- 
0407230, le LSA 1 (pour Liver Stage Antigen) d6crit dans W0 92/13884 et LSA-3 
d^critdans FR 2,735,478. 

La prdsente invention est relative A de nouveltes moldcules 
polynucl6otidiques et polypeptidiques specifiques du stade pr6-6rythrocytaire et d 
leurs utilisations a titre de prindpe actlf de vaccin anti-palustre ou dans des 
m6thodes de diagnostics de la maladie. 

RESUME DE L1NVENTION 

30 La Demanderesse a Identify une s6rie de 120 fragments d'ADN 

gdnomique codant pour des prolines exprimSes aux stade* prS-^tythrocytaires, 
c'est-6-dire au stade sporozoTte et/ou au stade h6patfque. La caractdrfsatlon 
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initial© de cette $Arle de clones a oonduit a identifier I'antlgAne LSA-1, puis 
SALSA, puia STARP, puis LSA-3. Des travaux plU6 rAcents portant sur 10 
fragments de la mfime banque de clones codant pour das stades prA- 
Arythrocytaires a permis de fournir des precisions concemant 8 d'entre eux, 3 se 

5 sont avArAs Atre des gftnes dAJA connus comma Atant exprimes au stade 
Arythrocytaire et les 5 autres comme des genes nouveaux non dAcrlts 6 ce jour, 
et dorrt I'expression aux stades prA-Arythrocytaires a pu Atre confirmee. 

Par ailleurs, les travaux realises en utilisant les cellules de volontaires 
protAgAs par sporozoTtes IrradiAs, celles de chimpanzAs protAgAs par la mAme 

10 mAthode et cellos de chimpanzAs comma d'Aotus trlvlrgatus, protAgAs par 
immunisation par I'antigene LSA-3 ont conduit A caraetArlser las rAponses 
cellulalres d fort taux de secretion d'lnterferon-y , gAnAralement aasoclAs avec 
une faible production d'anticorps, comme etant associAes avec I'Atat de 
protection, et vice-versa. 

15 Parmi les nouveaux genes pre-Arythrocytaires etudiAs, deux d'entre eux, 

dAnommAs DG747 et DG772 possAdent plusieure propriAtAs ramarquablee ; ils 
gAnArent des rAponses oellulaires A taux AlAvA dlnterfAron-7 , dAtectAes par 
ELISPOT chez des volontaires protAgAa par sporozoTtes IrradlAs, qui sont 
retrouvAe Agalement pour ptusleurs rAgions de I'antigene LSA-3 rnais qui sont 

20 absentes pour 4 rAgions de TantigAne LSA-1, deux de SALSA, deux de STARP 
et deux de la ClrcumSporozofte protein, Ces deux rnernes clones sort positifs 
Agalement dans les rnflmes tests chez les chlmpanzAs protAgAs par des 
sporozoTtes irradies. Le profil de reponse differentielle entre les chimpanzAs 
protAgAs et celles de chimpanzAs ayant regu des sporozoTtes IrradtAs A trop forte 

25 dose, et non protAgAs, est identique A celui enregistrA avec la molAcule LSA-3 
qui est capable d'induire une protection, Ce profil de rAponse correspond, d'apres 
las travaux rAalisAs chez le rongeur, A la capadtA d'lnduire un recrutement 
cellulaire specifique au niveau intra-hepatique. La sequence complete des deux 
gAnes a AtA identiflAe. Les protAlnes correspondantes ont une antigGnicitA AlevAe 

30 chez les individus exposAs au parasite en zone d'endAmie (rAaction chez 80% 
des adultes de zone d'endAmle). Leur localisation en surface du sporozorte et 
leur production au coure de la maturation intra-hApatkaue du parasite a AtA 
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oonfirmee par diverees methodes biologiques. Leur immunog6nicite chez I'animal 
sous forme de protelnes recombinantes, ou sous forme de plasmides 
(immunisation genetique) a 6t6 d6montr6e. Ces caracteristiques en font des 
candidate important* qui demandent A dtre I'objet d l 6tudes comptementaires, en 
5 particulier ^immunisation et de challenge chez le primate supdrieur pour obtenir 
des formulations vaccinates nouvelles. seules ou assocfees a Fantigdne LSA-3. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

L'originalite de la prAsente invention porta sur la miee en evidence de 
10 nouvelles molecules polynucleotides et polypeptidiques apeclfiques du stade 
pr6-Arythrocytaire et $ leurs utilisations a tftre de principe actif de vaccin anti- 
palustre ou dans des mdthodes de diagnostics de la maladie. Parmf les nouvelles 
molecules identifies, plusieurs possedent des proprifitte remarquables: lis 
g6n£re$ notamment des r6ponses cellulaires a taux eleve d'interferon-y chez des 
15 volontalres humains at des chimpanzto proteges par des sprorozoTtes irradies. 
Certains polypeptides de Invention ont 6galement un antiginlclt* AlevA chez les 
IndivkJus exposes au parasite en zone d'and^mle. 

EXEMPLES 

20 Les examples qui suivent servant d illustrer I'ftendue d'utilisation de la 

presente invention et non a limiter sa portee. Des modifications et variations 
pegvent y *tre effeduds sans que I'on Schappa h I'esprit et $ la portee de 
['invention. Bien que Ton puissent utiliser d'autres rntthodes ou produlta 
Equivalents d ceux que Pon retrouve ci-dessous pour tester ou r6a|iser la 

25 prteente invention, le materiel et les m&hodes pr6f6r6s sont ddcrita. 

1\ INTRODUCTION 
Hlotorique du paludisme 

Le paludisme eat une maladie provoqu^e par Hnfection de parasites 
30 protozoals appartenant aux apicomplexes de I'espdoe Plasmodium et transmis 
par lea femeltes des moustiques du genre Anopheles. Lea efforts soutenus et le 
programme dedication entam6 dans les anndes 50. finance par IOMS ont 
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permis de limter les zones oCi la maladie ae propageait et de diminuer to nombre 
de pereonnes infectees. Depute, la balsse d'efficacite des moyens de lutte contra 
le parasite a provoqud une augmentation des cas de paludisme par rapport a il y 
a 20 ans. Aujoufd'hui le paludisme demeure concents dans la celnture sub- 

5 tropicals ou entre 300 et 500 millions de cas cliniques sont recenses 
annueltement, dont au minimum 3 millions succombent en majority A cause de 
Tinfectlon par le P. falciparum. Suite d Tapparltion et a I'extension d'une 
resistance globale aux seuls medicaments efflcaces, et parce que les regions 
affectees sont en extension, TOMS a classe, depuis 1998, le paludisme parmi les 

10 trols maladies infectieuses d'int6r6t majeur pour la santt publique mondiale au 
meme rang que la tuberculose et le SIDA. 

La description de l'infection paludAenne, dont les signes diniques aont Ires 
caract6ristiques, peut Sire retrouvde dans des Acrlts des civilisations les plus 
anciennes, tels que le N&i Ching. grand repertoire medical pour I'empereur 

15 chfnois Huang Ti (2700 av. J. C), des tablettes Mdsopotamlennes (2000 av. J. 
C.)« des papyrus Egyptiens (1500 av. J. C.) et des icrits V6dlques (1500-800 av. 
J. C). Une partie du « livre des 6pid6mies » d'HJppocrata (480-370 av. J. C.) a 
ete consacree a la description detailtee de fievres tertiaires ou quaternaires oCi 
est mentionn6e aussi une relation entre des spl6nom*gatfes et la proximo des 

20 zones mar6cageuses. D'ailleurs, le terme paludisme disigne une fl&vre issue des 
zones marScageuses (L. palude = matecage), ce qui est aussi reflete par le 
terme de malaria (I. mail'arla) probablement Introdult par Sansovino en 1560 pour 
decrire le « mauvais air » isau des mar6cages. Le drainage de ces zones a ete 
un de6 seuls moyens de contrftle du paludisme connu avant la d^couverte de 

25 I'agent Infectieux. Malgr6 la connaissance des signes diniques, le parasite 
causant la maladie n'a 6t6 dScouvert qu'i la fin du 19° Steele. 

En 1880 Charles Louis Alphonse Laveran a observ* lexflagellatlon de 
microgametes et des hematies agrees dans le sang de (Laveran, 1880). et il a 
associS ces formes avec la maladie. Ses conclusions ont 6tA controversies et ne 

30 furent acceptees par d'autres, en particulier par rimportante Acole Italienne, que 5 
ans plus tard. Le mode de transmission de la maladie est reste tnconnu encore 
12 ans. Patrick Manson avalt en 1877 dAmontrA que le nematode de la fllarlose 
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(Elephantiasis) 6tait transmis par un moustique. II 6tait oonvalncu que le 
paludisme sulvait un parcours semblable, II a conseille d Ronald Ross d'entamer 
des recherches & ce sujet et ce dernier a d£crit en 1897, pour la premiere fois, 
des oocystes chez des moustiques ayant 6t6 nourris sur des humains Infoct^s. 
5 Puis, d Taide de Plasmodium d'otseaux, II a pu ddcrire le cycle entier du para9lte 
chez le moustique. Ce cycle a ete confinm6, en 1898, pour les esp&ces 
plasmodiales de t'homme par les chercheurs Itallene menea par Battista Graasi. 

On a longtemps cru qu'apr^s inoculation par le moustique, le sporozoTte 
envahissait directoment le globule rouge du mammifere hate, Initlant alnsi le 

10 cycle sanguin asexue et sexud. Un cycle exo-drythrocytaire fut dScrit des 1908 
chez des plasmodies doiseaux par H. de Beaupalre Aragao qui dAmontra le 
ddveloppement de formes atypiques, dans des cellules endothelials et des 
macrophages, capables de libdrer des formes envahissant les globules rouges et 
de se transformer en formes typiques pigmentees du parasite. Toutefois on a cru 

15 que le cycle tissulaire dtalt une forme particulfere de ces espdce6 plasmodiales. 
Ce n'est qu'en raison des observations faites au cours defections paluddennes 
induites et suivies Atroitemant chez des Individus (comma la malariothsrapie des 
ann£es 1920-50) que la presence d un stade supplAmentaire tissulaire a 6t6 
posture puis activement recherchAe. Les formes prS-Arythrocytaires des 

20 parasites de primates et d humains n'ont «6 dAcouvertes qu'en 1948 lorsque 
H.E. Shortt et P. C. C. Garnham ont dAcrlt des formes hepatiques issues 
d'inoculations de sporozoltes de P. cynomolg\ (proche de P. vivax) chez le singe 
rh&sue (Shortt and Garnham. 1948). En 1951, les memes stades ont At* dAcrlts 
pour P. falciparum (Shortt et al., 1951) dans une experience remarquable ou une 

25 biopsie de foie a ete preleve chez un volontaire prAalablement inocul6 avec des 
millions de sporozoTtes. Toutefois les recrudescences dues a P. wVax ou a P, 
ovale n'Ataient pas expIiquAes, et on a Amis I'hypoth&se d'un cycle exo- 
erythrocytaire « socondaire ». Ce n'est que beaucoup plus tard que ce 
phAnomAne fut dAmontrA expArimentalement. Ainsi r un stade « dormant » de la 

30 forme hApatique, I'hypnozoTte, a AtA dAcrit en 1980 (Krotoski et al., 1980) pour P. 
cynomotgl, Equivalent pour le primate de P. vivax. Cette forme est responsable 
des rechutes apr£s une longue periods dabsence de parasite dans le 
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sang/d'exposition aux parasites, qui sort caracteristiques de P. wVax et P.ovale. 
Recemment. un &tade supplemental, ie mArophore, una forme provenarrt des 
formes sanguines, a ete observe dans la rate et les ganglions lymphatiques de 
souris infectees par les Plasmodium murins (P. yoe/w. P. ehsbaudi et P. vinckei) 
5 (Landau et al., 1999). Cette etepe du cycle reste encore a etre decrite dans les 
especes plasmodiales humaines. 

Le cycle du parasite, comma il est conpu aujourd'hul est represente dans 
la figure 1 (Les parties ertre parenmese sort des formes decritas pour d'autres 
especes de Plasmodium, mais pas pour P. falciparum). 

10 

Les moyens de lutte contra lextonalon du paludteme : neeesstte du 
developpement d'un vaccin 

Les deux decouvertes de I'agent causal de la maladie et du vecteur de la 
maladie ont permis des le debut du 20 e siecle d'elaborer des moyens de defense 

15 rationnels contra le paludlsme en attaquant le parasite chez i'hote vertebra par 
des medicaments ou en ciblant le moustlque vecteur solt avec des larvicides. soft 
avec des Insecticides, solt par 1'utilisation de moustiquairas. Le suecea de 
( elimination de la maladie dans les zones temperees apras la 2?™° guerre 
mondlale, a mane vers une mise en place d'un programme d'iradlcatlon du 

20 paludisme qui a culmlne dans les annees 60 ou le DDT a ete le principal ouol 
cortre les moustiques et la chloroquine a ete la princlpale drogue contre le 
parasite. La tallle des terrltolres endemiques cibles a ainsi ete reduite (quasi 
eradication dans les zones temperees) et le nombre de personnes affectees par 
la maladie a Inltlalement diminue. Cependant les succes dans lea zones 

25 tropicales furent de courte duree. Le nombre de malades n'a pas eesse de oroTtre 
d'une part a cause de I'augmentation demographique, d autre part en ralson de 
I'apparltton de resistances aux Insecticides et aux drogues disponibles. 

Lepparition de ces resistances a n6cesslte de e'orienter vers d'autres 
moyens de lutte. L'exlstence d'une Immunlte naturelle induite par Imposition aux 

30 parasites et I'observation que le transfert passif d'immunoglobullnes de 
personnes immunes diminue la parasitemia ainsi que immunisation efflcace et 
stenlisante par des sporozoitee attenues par irradiation ont rendu raisonnable 
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i'argument d'un vaccin contra la paludisme, dont le ddveloppement constftue 
alors una priority de sante publique au niveau mondial. 

A la recherche de I'immunitt aalvatrica 

5 L'immunit* naturelle centre le paludisme est caract6ris£e par un 

developpement trAs lent et le fart qu'elle n'aboutit pas & una protection 
sterlllsante. Dans tes zones hypererwtomlques, I'acqulsWon de I'rmmuntt6 
naturelle contra las stades 6rythrocytaires se manifesta chaz las enfants d'abord 
par une toftrance au parasite (immunity antl-toxique) puis avec I'fige par une 

10 diminution de la charge parasitaire dans le sang (Immunity anti-parasltaire). 

Ces observations, fates au cours des Etudes epidemic logiqu as ont 6tt 
confirmees par des infections exp€rimentales. La malarariothAraple appliquee 
aux personnes attelntes de neurosyphilis (Boyd and Coggeshall, 1938; Cluca et 
al., 1943; James, 1936), a permis da ddflnir des paramdtres qui interviennent 

15 dans ('acquisition de I'immunite dans des experiences 6troltement contrives, II a 
ainsi 6t6 montrt que I'immunitd acquise Malt d'une part dependants de I'espdoe 
et de la souche et d'autre part differait en fonction du stade du cycle parasitaire 
Infectant. Jusqu'a present, les m6canfsmes precis de I'immunite antl-palud6enne 
restent a elucider. 

20 Du fait que les slgnes dinlques et la transmission sont uniquement dfls 

aux stades sanguins et que ceux-ci sont les plus accessibles aussl blen in vitro 
qu'/n vivo, la plupart das etudes vaccinates ont conceme ces stades. Une 
trentaine d'antigdnas exprimAs dans les parasites 6rythrocytaires ont ete 
identifies, particulierement par des anticorps monoclonaux et consid6r£s en tant 

25 que candidate vacdns. Toutefols les essais d'induction d'immunite protactrice par 
les rares antigdnea testes chaz I'homme sont demeurAs Infructueux jusqu'a 
prAsent 

La premiere Immunisation avec les stades prA-Arythrocytaires a ete tentee 
sans succ6$ par les freres Sergent en Algerie (Sergent and Sargent, 1910). La 
30 capacite de proteger de fa?on stArillsante (absence de toute parasitemie 
sanguine) n'a AtA obtenue que par rimmunlsatlon avec des sporozoltes att6nu6s 
par irradiation. Cette approcha fut initiee par des etudes chez I'olseau avec des 



CA 02345206 2001-05-16 

ExpSdit: Leger Robic Richard & ROBIC <6e)514 845 8518; 05/18/01 17:56; JnfiaJI272;Page 12/48 



8 

sporozottee Irradies par des rayons U.V. (Mulligan et al., 1941), et a 6t6 reprise 
20 ana plus tard avec des plasmodies de rongeur en utiltsant des sporozoites 
irradiis par des rayons X et plus tard des rayons y, dont la dose peut Stre 
contr6l6e plus facilement (Nussenzweig et al., 1967; Richards, 1966) ; limmunltt 
5 peut 6tre maintenue par un rappel de sporozoTtes non-att6nu6s (Orjlh et a!. t 
1982). Chez I'homme. una telle protection a ausei ete obtenue (Clyde, 1975; 
McCarthy and Clyde, 1977), toutefols elle n'est indulte qu'aprEs un trea grand 
nombre d'lnoculatlone par des sporozoites irradids si bien qu'une telle procedure 
vaccinale ne peut Atre appliqufee & grande Achelle. 

10 Pendant longtemps, on a cru que la protection 6tart corr*IAe avec un 

ph6nom*ne observe lorsque Ton incube les sporozoites avec du sArum immun, 
la CS (Circurn sporozolte) precipitation (Vanderberg et al., 1969). La proteins 
majoritaire reconnue par ce serum, la proteins CS, a done 6X6 consld6r6e 
responsable de cette immunity. Depuis efle a 6t6 d Pcrigine de multiples dtudes 

15 vaccinales dans beaucoup de modules expirlmentaux. Or jusqu'd pr6aent 
aucune de ces 6tudes n'a pu rsprodulre une immunite aussr solide qua celle 
induite par dessporozottes irradies. 

Une Evaluation critique des resultats expSrimentaux precedents a men* & 
postuler que c'Stalt le stade hfepatique et non le sporozoTte qui 4tart a I'origine de 

20 Immunite sterilrsante (Druilhe and Marchand, 1989). L'indlce principal dtait le fait 
que la protection ne pouvait dtre Induite que par rinooulation des sporozoTtes 
viables, par voie intra veineuse, capables denvahir un hepatocyte et de s'y 
dAvelopper, at que les formes hepatiques issues de sporozoTtes irradies 
persistaient (Ramsey et al., 1982). De plus, une Elimination des stades 

25 hdpatlquee provoqualt une susceptibility aux infections par des sporozoTtes chez 
des animaux prtalablement prot6g§s (Londono et al., 1991; Scheller and Azad. 
1995). 

Le etade hepatique possede des caracteristiques uniques. L'h*patocyte 
est une cellule nuclWe mttaboliquament trfes active et axprlme des molecules du 
30 complexe rnajeur d' histocompatibility La schlzogonle h&patlque eMraTne la 
formation d'entre 10 000 et 30.000 merozoltes alors que 4 6 32 m6rozoftes sont 
liberes par un schizonte sanguin. Les m6rozoTtea issus de ces daux stadea ont 
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das differences morphologiques. mais on ne salt pas s'll existe des differences 
fonctionnelles ou moiaculafres, car seufs ies m6ro*oftes sanguins ont pu Stre 
extenelvement etudies. 

Du fait que dans le foie, seuls quelques hepatocytes sont infectte et qu7n 
5 vitro, Ies techniques de culture restart d6llcates et dffficilee, ceci a constitu6 un 
obstacle majeur au developpement des connalssances sur le stade hSpatique et 
A la recherche d'antlgfcnes exprfmfis 4 ce stade. 

Criblage d'antig6nos epAciflquee do stade 

La premiere strategic pour etablir I'axpresslon spdcifique d© stade est la 
gdn^ration de banques d'ADN complementaires a partir d'ARN messagers des 
diff6renls stades. Ceci a 6t6 accompli plusieurs fote aux stades sanguins 
(Chakrabarti et al., 1994; Watanabe et al., 2001) et plus rtcemment une fols au 
stade sporozotte {Fidock et al, 2000). Cependant, cette approche n'est pas 
possible pour le stade h6patique des plasmodies humalns. Un autre moyen est la 
generation d'anticorps specifiques dans des moddles anlmaux. Ceci est facile 
aux stades drythrocytalres mais pour le stade hdpatfque, pluaieure tentatives ont 
6chou6$, car Ies injections de stades hepatiques de P. falciparum n'ont indurt que 
tr&s peu d'anticorps dans las souris. Une demure approche est le criblage 
immunologique bas6 sur ('utilisation d'anticorps d'indlvJdus naturellement 
immunises. Catte approche a permle de rnettre en evidence pour la premidre fols 
que d'autres antigAnes que la CS 6taient presents & la surface du sporozotte 
(Galeyetal,, 1990). 

25 Strategy elaboree dans le laboratoire d'identlficatlon d'antlgAnes exprlmia 
aux stades pre-erythrocytaires. 

Afin de contoumer la difficult^ de criblage aux stades pr6-6rythrocytaires, 
une strategic de criblage d'antigenes de P. falciparum potentiellement exprimAa 
dans Ies stades sporozotte et h6patique a et6 d6velopp6e (Marchand and 
30 Drullhe, 1990). 

Le principe etait de chercher des individus chez lesquele la rdponse 
Immune ptedominante 6tait oontre las stades pr^-drythrocytaires. Nous avons 



15 
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ainsi obtenu des $6rurns d'individus (serums PM) vivant en zone d'endAmte 
depuis plus de 20 ane et n'ayant jamais eu d'acc6s diniques car ils 6taient en 
permanence sous traitement prophyladlque d la chloroquine (schlzonticide 
efflcace contra les stades sanguine, mate sans effet sur les stades hApatlques). 

5 Les serums correspondents ne reconnaissaient en effet que tr£s faiblement des 
stades sangulns en Western Blot et en IFI (titres inttrieurs A 1/200), tandls que 
les titres centre les stades sporozortes et hepatiques du parasite 6talent compris 
entre 1/3200 et 1/5400 en IFI et Ils marquaient plusleurs polypeptides sur des 
extralte proteiques de sporozoTtes de P falciparum] il s'agissalt done de sdrums 

10 contenant des antlcorps spdeffiques des antlgdnes exprimes aux stades pr6- 
6rythrocytaires. 

Ces s6rume ont 6t6 utilises pour crlbler vine banque genomique de P. 
falciparum <construite par Odile Mercereau Puljalon). L'ADN ginomlque Iseu du 
clone parasitalre T9-86 a #6 m6thyte et digere par la Dnase 1, et las fragments 

15 d'une taille allant de 200 d 2500 paires de bases ont 6t$ introduits dans le site 
EcoR1 du phage Xgt11 (Gu*rin-Marchand et al., 1987). 

Parmi les 7 millions de fragments d'ADN g6n6r$e, 2000 clones produisant 
un antigene recombinant reconnu par des sirums hyper immuns (SHI) 
d'lndlvldus immuns vivant en zone d'end*mle, ont ensuite et6 cribISs avec les 

20 e6rurns PM. 120 clones ont ainsi ete s&lectionnfes et I'exprosslon de stade des 
antig&nes correspondants a 6t6 d6termin6e par des test$ d'IFis, avec des 
anticorps humains immunopurifies sur chaque protdine recombinants, sur les 
sporozoTte$, te$ etades h$patfque$ et les stades sanguins de P. falciparum, P. 
yoelii et parfoia avec P. barghai et P.vfvax. 

25 Le premier antigene a etre etudie et contre lequel les rtponses humorales 

6taient les plus 6lev6es dans plusieurs sArums d'lndlvldus vivant dans une zone 
d'enddmle ttalt le Liver Stage Antigen 1 , LSA-1 <Gu6rirvMarchand et al., 1987). II 
demeure le seul antigene caracterise a Stre exprim* uniquement au stade 
hdpatique. 

30 A la suite du LSA-1 , 3 antlgAnes STARP, SALSA et LSA-3 ont ete 

$£lectionne$ a partir de divers criteres et caracterises au niveau moldculalre 
(Bottius et al., 1996; Dauberstes at al.. 2000: Fidock et al.. 1994a). et 
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immunologiquement par L. Benmohammed , K. Brahlrni, J.P. Sauzet et B. 
Perlaza, (BenMohamed et al., 1997; Periaza at al M 1998; Sauzet et al., 2001). 
Ces antlgdnes Bont exprim6s aussi bien a Id surface du sporczoTte qu'au stade 
hepattque. 

5 Lo LSA3 est I'unique antigdne reconnu differentiellement par des scrums 

de volontaires ou de chlmpanz6s prot6g6s par ('Immunisation avec des 
sporozoites irradies. II est le seul a avoir induit una protection st6rilisante et de 
longue durde chez des chimpanz6s (Daubersles et al., 2000), et sera bientOt 
teste dans des essais cliniques de phase I et II. 

10 

Objectifs 

En raison des ces resultats encourageants, il nous a sembl6 ndcessaire de 
poursuivre la caract6risation des autres antiflenes oontenus dans la selection PM, 
exprimds sort & la surface du sporozolfte, solt dans le stade h$patlque, soit les 

15 deux. L'histoire des essais vaccinaux des stades Arythrocytalres nous avait 
appris qu'H pouvait Stre risqud da se focallser sur le premier antigfene 
Identlfte souvent par de$ criteres non optimaux, alors que le gdnome de P. 
falciparum compte prfes de 7000 gdnes. MalgrA les bons resultats pre-cliniques 
obtenus avec LSA3, on ne peut 6videmment pas fitre certain aujourd'hui que cat 

20 antlg^ne suffise £ lui seul a induire une protection solide chez I'homme et il 
demeure possible qu'il faille le combiner avec d'autres antigenes pre- 
erythrocytaires ayant un potentiel protecteur. Nous avons cholsl des clones 
prdsentant des caracteristiques diffdrentes afln de les ceracteriser, les exprimer 
puis de tenter de definir leur rdle dans I'immunita indulte contra te parasite. Hult 

25 clones ont 6t6 s6lectlonn6s par un ou plu6ieurs oriteres avec des objectifs 
dlff&rents afln d'obtenir des antigdnes prdsentant des proprtetes dietinctes 
(tableau 11). 

Toutefols, tous les dones s6lectlonn6s partagent des proprietes 
essentielles telles que la presence de I'antigfrne correspondant (d&ectte par IFI) 
30 au stade h6patique, la reconnaissance constants dee antigenes par des serums 
d'tndtvidu* immuns vivant en zone de forte endemie et la reconnaissance de 
sporozoftes provenant de souches dlfKrentes de parasites par des antleorps 
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specifiques, afin d'6valuer indlrectement la Constance d'expression c'est d dire, 
una variability mlnimale de I'antigene. Bien entendu, les rteultats dteponlbles d 
I'dpoque sugg6ralent qu'il s'aglssalt 8 g&nes nouveaux n'appartenant ni d la 
proline CS ni aux 4 autres antig&nes identifies dans noire selection 

5 Lorsque nous avons pu d6tecter une reactivity crotade avec le parasite 

murin P. yoelil un phenomena curieusement obsen/6 beaucoup plus souvent 
qu'avec P. bergheL nous n'avons non seulement pnfevu FAtude de Induction de 
rgponees immunes chez les sourte mate en plus la mesure da I'efflcacite de cette 
reponse par infection avec les sporozottes du parasite murlns et suivi de 

10 I'apparitlon de la parasitemia sanguine. Ces infections pourraient indiquer das 
roles potentiels des antigSnes 6tudi6s et Aventueliement donner un 6tement 
supplemental^ d'lnformatlon pour la selection de candidate vaccina. 

En premier lieu, nous avons attrlbu6 a chaque fragment son gdne 
correspondant. En fonction de ces donnAes, les etudes ont 6t6 dlfferentes selon 

15 qu'fl s'aglssalt de molecules deja caracteris6es ou ds la caracterisation de 
molecules jusqu'id non-ldentffiAes. 

2 ) MATERIEL ET METHODES 

2.1, Techniques de biologie molecufaire 

20 2.1.1. Soucties bacteriennes 

DHSct: supEA4 A/ariJ169($5BQ /acZAM15) hsdRAl w41 gyrAQQ thh 1 

2. L2. Souches de parasites: 
25 NF54 issue d'un isolat de malade eurapien Infecte en Afrique (ATCC 

MRA151) (Watliker et al., 1987). 

3D7, la souche r6fference utilised dans le projet genome, est un clone issu 
de la souche (ATCC MRA151) (Walliker et al., 1987), 

T9.96, une souche provenant d'un patient thallandais ATCC : MRA153 , 
30 (Thafthong et at. , 1 984) 

Pour les tests de polymorphisme, des souches distinctes ont AtA 
employees: B1 (BrAsil); F32, D7, D28, D50 issues de la Tanzania; D28 du 
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Senegal, D41 de llnde, 051 de Myanmar, L1 da Liberia, Hi de Honduras, 
Mad20 da Papua New Guinea, et PA de Palo Alto, d'Amdrique du Sud Quest. 
(Strieker at al., 2000). 

Les sporozoites sont issues de la souche NF54 et obtenus par passage 
5 dans das Anopheles Gamblae REF 

2. 1.3. PCR a partir d'extraits de phages ou d'ADN de phages 

Le Expand High Fidelity Kit (Mannheim Boehringer, Allemagne) a et6 
utilisd comma IndiquA par le foumlsseur avec 2 mM de MgCI 2( 3.5 unites de Taq 

10 polymerase, 0.2 mM de desoxyribonucleotides (dNTP), 50 nM des amorces 21 D 
en 5' (CCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGG) et 26D en 3' 
(GQTAGCGACCGGCGCTCAGCTGG) el 2 pi d'ADN purifte ou d'extrait de 
phage. La reaction a comporte une denaturation initial© de 2 minutes 4 94 °C, 
suiviB par 35 cycles consicutifs de 15 secondes de ddnaturatfon d 94 °C, 30 

15 secondes d'hybridation k 50 *C, et 2 minutes d'^longation 6 88 °C. Le circuit 
cydlque a £te suivi par une incubation a 68 °C pendant 5 minutes. 

Soua-clonaae dans les vecteurs hlstldlne. dNAK et Tooo 

Selon la qualite du produrt d'amplification des phages, trols procedures ont 
20 6t6 employees: 

Les produits PCR presentant un smear ou un rendement Ms petit et fetant 
de plus petite taille quasi impossible A dAtecter en dlg£rant I'ADN du phage 
correspond ant r ont 6t6 clones par I'intermMlalre d'un vecteur permettant un 
clonage direct du produit PCR sans digestion successive d'une enzyme de 
25 restriction A I'aide du kit de TopoTA Cloning (Invftrogen, Les Pays-Bas). Le 
clonage Topo a aussi Gtd affectum pour las fragments dont nous voulions 
uniquement determiner la sequence. 

Les produits PCR de tallies infdrleuree & 1 kbp ont At* dlgArts, pr6c|plt£$ 
& rAthanol, et resuspendus dans !a moitie du volume initial d'H 2 0, puis dig6r6s 
30 par 10 U de I'enzyme de restriction £coR1» pendant 1 heure a 37 °C, tlr6s sur un 
gel d'agarose a 2 %. purifies sur gel par la procedure de gel extraction kit de 

Qiagon, dormant un volume do 50 ul. 
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Les produits PGR peu abondants de grande taille (superieurs & 1000 bp) 
ont 6t6 isoles a partir de I'ADN de phage purrfi6 par une digestion avec 
EcoR1 ( puis par extraction de I'insert du gel d'agarose. 

5 Etude du polymorphlsme du a6ne dans des souchea oarasitaires dlfftrentes. 

Les amorces sulvantes ont 6t6 utilises pour identifier les polymorphlemes 
en taille de regions spectfiques conespondant aux antigdnes Studies, 

747-1 : AAAAGTGATGATAGAAATGCTTGTG (5' 
10 747-2: TTTTGTTGATCTTACTTATTTCACC (3 ) 

772-1: CGGAATCAGGTTTAAATCCAAC (5 ) 
772-2: AGATCGTTTTTCATCAGGGGG (3') 

La reaction cycllque a 6t£ effectute avec un programme comportant una 
15 etape initiate d'une d6naturation A 94°C pendant 15 secondes, suivte par 39 
cycles eomprenant une d6naturation & 94°C pendant 2 minutes, una hybridation 
A 52 *C pendant 1 minute et une Elongation & 72°C pendant 2 minutes, Une 
6tape de 5 minutes a 72°C a termine la reaction. 

Les PCR ont 4t6 effectives sur un Crocodile III de Appligdne. Les 
20 produits ont ensutte 6t6 analyses sur gel cf agarose. 

2.1.4. Purification d'ADN 

Pour les analyses de recombinants 

Les colonies positives en PCR ont ete inoculdes dans 3 ml de milieu 

25 contenant rantibiotique correspondent au vecteur utilise (100 ampicilline 
pour Topb et Histidine, 20 pg/ml kansmycine pour le vecteur Vfcal) et 2 ml 
d'inoculum ont £t§ utilises dans la preparation d'ADN plasmfdlque avec le 
Qiagen Minlprep Kit. L'ADN obtenu a successivement ete digere avec les 
enzymes de restriction utilises* dans le clonage et soumls & une 6lectrophor6se 

30 sur gel d'agarose, afin de detecter ('insertion du fragment. 



F<?W maiamaPl dfl fragments: 
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100 ml de milieu Luria Broth supplements en antibiotique approprie ont 
ete inoculte avec 1 cotonre de bacteria comportant le recombinant, et incube a 
37 -C sur la nult dans un bain thermostat* an agitation vlgoureuse. Le 
lendemaln. la culture bacterlenne a ete recoltee et J'ADN plasmique purifie 
5 comme decrit (Qiagen maxiprep. Qiagen, Allemagne). 

Pour I'immunlsa tlon de constructions ADR 

Afln d'elrminer les endotoxlnes, qui sont presents dans tes bacteries et qui 
peuvent entraTner des reponses non specifiques lore des immunisations de 
10 souris, I'ADN des constructions a ete purfffe a partlr de 2 1 de culture de bacteries 
recomblnantes, par Qiagen EndoFree PlBsmid Giga kit (Qiagen, Allemagne), 

Pour la purification ^ApN da ahages recombinants 

Les phages ont ete reamplrfies sur des bofles d'agarose de LB. en 
15 deposant 5 pi sur du Topagar pris avec 200 pi d'inoculum da Y1090, et en 
laissant a 37 • C sur la nuit. 

Ensuite, une quantite plus grande a eta produlte en culture llquide. 
D'abord, une plage piqude sur la boite a ete incubee avec 200 pi d'inoculum de 
Y1090. laissee a 37 *C avec agitation pendant 15 minutes . Ensuite, 5 ml de 
20 milieu sans antibiotique supptemente avec 10 mM de MgS0 4 a eta ajoute, et la 
culture laissee en agitation pendant 4 heures, jusqu'a rapparition de iyse. 50 pi 
de Chloroforme a ete ajoute. et le tout centrifuge a 7000 g pendant 10 minutes. 
Apres centrifugation, le surnageant libera des debris cellulaires a ete recupere. 
Ce stock a ete utilise dans la production de 500 ml da phage en culture liquids : 
25 I'equivalent de 7.5 10 8 pfu (unites formant des plaques) a an ajoute a 500 pi de 
cellules d'une culture inoculee sur la nult de Y1090. et 600 pi de 10 mM 
MgCb/CaCfe Tout a ete Incube a 37 °C 15 minutes, at ajoute a 500 ml de milieu 
LB sans antibiotique. La Iyse des bacteries observe* par I'apparitlon de filaments 
dans la culture a ete suivie jusqu'a la Iyse totale (4-6h). Ensuite, la culture a ere 
30 centrifugee a 8000 g pendant 15 minutes a 4 'C, le surnageant recupere, et 
stocks d 4 °C sur la nuit. 
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L© lendemain, la purification do I'ADN a AtA entreprise avec le Lambda 
Maxi Kit (Qiagen, Allemagne) avec des ajustements en dAbut da protocole a 
cause du volume plus grand de surnageant de depart. Le culot final a AtA 
resuspandu dans 500 pi de tampon TE. 

5 

A partir de parpsrtea 

1 00 Ml de culot de culture de globules rouges A 10 % de parasitemia a ete 
resuspandu dans 100 p» de PBS, pH 7,2 et purifie par le Qiaamp DNA Mini Kit 
(Qiagen, Allemagne). A partir de 100 pi de culot d'une culture parasitee a 10 %, 
10 on a obtenu environ 5pg d'ADN. 

2. 15. Purification d'ARN total parasitaire 

Nous avons utilisA deux mAthodes en fonction de la quantltA d'ARN voulu. 
Pour des quantites importantes, la mAthode dAcrite par (Kyes et al.. 2000) a AtA 
1 5 employee, tandis que pour obtenir des preparations da quantrtts plus restrelntes, 
nous avons utilise le RNeasy kit (Qiagen, Allemagne.) 

2.1 A RT-PCR. 

La RT-PCR a AtA effectuAe avec le kit RT-PCR de Qiagen (Allemagne). 

20 Das amorces spAcjfiquee pour chaque gene et situAes, si possible, de telle fapon 
que Ton puisse distinguer entre les produte issus d'amplification d'ADN 
gAnomique et d'ARN (autour des introns) ont AtA utillsAes. Una premiAre reaction 
de Transcription rAverse a AtA effectuAe a 50 0 C pendant 30 minutes, puis una 
reaction de PCR a AtA effectuAe, dans les mAme conditions que celle decrites 

25 pour una PCR d'ADN de parasite avec les amorces sAlectlonnAes, parfols suM 
d'une deuxiAme rAaction (nested PCR) avec des amorces situAs dans la 
sequence du premier produit PCR amplifiA. Cependant, la temperature 
d'hybridation varie en fonction des amorces utilisAes (entre 50 et 60 0 C). 

30 2. 1 7. Purification des recombinants hlstldlna 

2 I de milieu de Luria Broth additionnA avec ramplcilline A 100 ng/ml a AtA 
inoculA avec 50 ml de culture de bactArie contanant la pla&mide recombinant. La 



CA 02345206 2001-05-16 

Exp^dit: Leger Robic Richard & ROBIC <6e)514 845 G516; 05/16/01 17:59; ja&t-#272;Page 21/48 



17 

crotesanca des bacteriee a 6t6 suivie par la mesure de la turbidit6 bactirienne A 
600 nm et 6 la density optique voulue (entre 0,5 et 1) une concentration d'iPTG 
variant entre 0,5 et 1 mM seton le recombinant a 6t6 ajoutto a la culture, et 
(Induction a dur6 antra 2 h et 4 h. 

5 En&ulte les cellules ont 6t6 rdcoltdes et le cutot de bactArles re$u$pendu 

dans un tampon de 20 mM de NaPO*. pH 7.4. et 8 M d'urte (TU) (25 ml/litre de 
culture bacterienne). Ensuite, la suspension de cellules a 6t6 soumlse £ de$ 
sonlcation* de 10 chocs de 1 minute chacun, et le sumageant contenant les 
prolines recomblnantes a 6te r6cup6r* par centrifugation * 10.000 g pendant 

10 10 minutes, et fittr6 & 0.22 pm. Ensuite, une 6tape de purification par affinite sur 
une colonne de Nickel a ete effectuee. Une colonne de 1 ml (HiTrap, Pharmacia, 
Su6de) a 6t6 Iav6e comme Indlqu6 par le fournisseur et 1 ml de NiCfe a 6t6 
appliqu*, suivi par d'autres lavages. Ensuite, la colonne a At* Iav6e avec 5 ml de 
TU, et I© surnageant appllquA sur la colonne. Ensuite, un lavage de 10 ml de TU 

15 a 6tt eftectu*. et le recombinant AluA par un gradient croissant en imidazole, 
oomp^titeur de I'htetidine. Selon le recombinant purifie, des concentrations 
diffArentes ont AtA employAas, et les rAsultats obtenus sont rAsumAs dans le 
tableau cWessous. Ensuite, le pool de proteines a ete dialys6 contre un tampon 
L-hieWlne pH 6, et chromatographic sur une colonne Achangeuse d'anlons 

20 (HiTrap Q, Pharmacia, SuAde) afin d'Aliminer une partie des Lipo Poly 
Saccharides (LPS) ou endOXine$ qui induisent des reponses non specifiques 
(Morrison and Ryan, 1987). 
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Tableau da purification dea recombinants higtidine 



Recombinant 


Induct] 
DO !lPTG 


on 1 

Temps 


DO 

apres 

induction 


Emplacement 
(jle la proline, 
foids 

ijnoteculaire 2 


Imidazol 
e (mM) 5 


NaCI 

(mM) 4 


747 


0.5 


0.5 


4h 


2.7 


ij^em, 18 


50 


360 


772 


0.5 


0.5 


4h 


2.2 


?N, 35 


36 


120 



1 : La DO meaurea a 600 nm, La concentration en IPT£ (mM) ; et le tamps ^Induction avant 
rtcolte. 

5 2 : Apres sonlcation. at centrifugation d'una suspension |de bacteries ne contenant pas d'urea 
(8M) dans le tampon, le aumafleant at la cubt contenant les debris de mambranes bacterlennes 
ont ete testes an Western blot afin da detector oO la proteine racombinante sa trouvail En 
presence d'urae toutes les protelnes etalent eoiubfes. et es procadures de purification ont done 
etd appllqueas an presence de 8 M d'uree. 
10 3 : La concentration d'imidazole a laquelle la proteine a eU elufce sur la cotonne da HITrap-Ni 
4 : La concentration de NaCI a laquafle ta proteine a ete el j$e sur la colonne da MITrap-Q 

2A ItehnlaaSS lmmuno)ofliques 

16 2.2. 1 EU$A$ (£nzyme Unked [mmunoSprbant Assay) 

Lea conditions optimales ont etd d6ternj>inees avec 100 \A de solution 
d'antigene d'une concentration de 10, 5 ou 1 goj/ml coates Sur lee plaques dans 
50 mM de Carbonate pH 9.6 ou 1X PBS pH 7<f en incubant lea plaques sur la 
nutt A 4 °C. La saturation a ete effeciuee, soit eh PBS supplement* par 3 % de 

20 lait 6cr6m6. ou 1% de BSA (albumine de sprum de veau) A temp6rature 
ambiante ou k 37*C pendant 2 heures. La dilution de serums de 100 ou de 200 
fois a 6t6 effectu6e soit avec du PBS/lalt A 1.5 ^ , soil avec du PBS/BSA 1%, et 
Tincubatlon a 6t6 faite & temperature ambiante oc| £ 37*C pendant 1 h. 

L'incubation avec les anticorps secondaires couples a la HRPO 

25 (peroxidase de navet) dilute au 1/2000 dans le tpmpon de dilution dea serums a 
6t£ effecting a temperature ambiante, et les relations ont faltes A I'alde des 
tampons de TMB (peroxidase substrate et parojddaaa solution B) (Laboratories 

i 
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15 



20 



25 



30 
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A volume immSdiatement avant 



Kirkegaard et Perry. USA) m6lang6a volume 
utilisation dont 100 pi ont At* dtetribuSs dans cheque pult Les reactions color6es 
en bleu ont ete arrfitees en ajoutant le m§me vo ume d'une solution d'1 M d'acide 
phosporlque. Les reactions son! lues a 450 nm dans un lecteur Multiscan Ascent 
(Labsystems). 

Lea rdsultats des souris sont exprimAs en Ratio (unite arbitrage par rapport 
aux taux des r6ponses dans des temoins naffsj) et dans les experiences oil les 
taux des isotypes ont 6t6 6tudi6s, par rapport Ratio des IgG totaux d6termln6 
dans la mfime experience. 

2.2.2. Immunopurification d'anticorps spiclfiquei 

Pour nmmunopurlflcation d'anticorps spGbifiques centre les recombinants 
Hise. une methods d6crite par (Brahimi et al, 1^93) a 6te employee. 100 M^pulta 
de solution d'antigfcne dans du PBS, pH 7.2, £ i^ne concentration de 5 Mg/ml ont 
ete adsorbs sur plaques Nunc Maxisorp <Nt|no. Danemark), et les plaques 

incub6es a +4 °C la nuit Ensuite, des sirums jhyperimmuns ont ete incubes a 

l 

une dilution de 1/50 pendant 1 heure a temperature ambiante, les plaques levies 
et fdlution des antlcorps effective par ajout de gjycine pH 2.5 a 0.2 M, incubation 
pendant 3 minutes et recuperation suivie par une neutralisation du pH aveo du 
Tris, 1M, pH 11. Uimmunopuriflcation a partirj de recombinants de fusion P- 
galactosidase a 6t6 effedufee sur des filtres de nitrocellulose, comma d&crit (Beall 
and Mitchell, 1986). 

2.2.3. SDS-PAGE et Western Blot 
En fonction des echantillons d tester, des gels de pouroentage 

d'acrylamide (BioRad 29.1:1 ratio) variables (5, 7 5, 10 ou 12 %) ont 6tfe utilises. 
Aprds migration en tampon Tris/glycine (pH 8.5) javec le kit minigel (Biorad, USA) 
les gels ont soit 6te colore© par bleu de Coomas?ie »oit soumls A un transfert sur 
filtres de nrtrooellulose (0.45 pm), dans la cellule jTrans-Blot (BloRad.) 

Apr&s transfert, les prolines ont 6t6 visi^alisees par une coloration aveo 
0,2 % de rouge Ponceau dans une solution d'acijde antique (5%), puis le fittre a 
6t6 satur6 en TBS/fait *cr*mA A 5 % pandant SO .minutes. Lqb antioorpe humains 
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immunopurifte sans dilution, et les s Arums dilute 1/100 ou 1/200 dans du 
TBS/lait 5%/ Tween 0,05% ont AtA incubAs penjdant 1 A 2 houres A temperature 
ambiante Ensuite, le fittre a Ate lavA 3 fois 10 njiinutes en TBS/Tween 0,05 %, et 
incubA avec les antiserums couples a la phosphatase alcaline dllu£$ 1/5000, 

pendant 30 minutes. AprAs lavage dans le mArrje tampon, les reactions colorAes 

j 

ont AtA pmduhes par I'ajout de NBT (330 jpg/ml)et de BCIP (165 pg/ml) 
(Promega, Allemagne) dilute dans du tampon Tris pH 9. 
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2.2.4. IFI (immunofluorssc&ncB indirect*) 

routes les incubations A 37°C ont etej effectuAes dans una chambre 
humide afin d'Aviter I'assAchement des tissus ou cellules A Atudier. Les tampons 
ont Ate filtres par un filtre A 0,22 Mm afln d'AvHer des contaminations par d'autres 
mlcroorganismes et des bruits de fond. 



de moustiques infectAs avec le 



a^Stadesoorozoites 

AprAs dissection des gfandes salivaines 
parasite, les sporozoTtes ont AtA fixAs avec 0.0^ % de glutaraldehyde en PBS et 
lavAs soigneusement en PBS. 

Afin d'Atudier le marquage uniquement enj surface des sporozoTtes, (Galey 
et al., 1600) a developpe una technique permettjint une fixation « humide » avec 
une suspension de sporozoTtes attaches a la p|olylysine. Les lames de titration 
(PolyLabo. France) ont AtA coatAes avec 1 m> jd'une solution de 50 mg/ml de 
polylyslne, puis laissAes sAcher une nuit a 37°C. 1 y\ d'une suspension de 
sporozoTtes (20 a AtA dAposAe sur chaque pipits, et incubA dans une chambre 
humide a 4°C sur la nuit. La dAtection d'une prA^ence intra-parasltaire a Ate faite 
par fixation des sporozoTtes dans I'acAtone. 

fr) Staste hiratique 

Les coupes fixAes au Carnoy et paraffinA^s ont AtA prAparAes par 3 bains 
de XylAne de 10 mn chacun, 3 bains d'alcool ajbsolu de 5 mn chacun, 2 bains 
d'eau distillAe de 5 mn chacun, et sechees a Pair ibre. 
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Ensuite, les coupes ont ete rehydrat&ss pendajnt 10 mn dans du PBS pH 7.4 
flltre. Les coupes a congelation ont ete fixee6 10 minutes en acetone. 



10 



c) Stade sanauin. 

Les frottis sanguine ont 6t6 fixes 10 minutes a I'acetone, et des cases pour 
chaque echantlllon a tester ont ete delimitees $n dessinant des bords avec un 
marqueur Pentel-rouge sur ie frottis. 

La suite de la technique a ete identique pour les trols stades: Apres 
fixation, les antioorps a tester (dilues dans du P 3S) ont ete deposes stir chaque 
puit, coupe ou case, et la lame incubee a 37°Cj en chambre humide pendant 1 
heure. Les lames ont ete lav/ess 3 fols 10 njilnutes dans du PBS 1X, puis 



($elon les antioorps specifiques 
1/200 dans du PBS et du bleu 



Incubees av/ec un antl-IgG antl-humaln ou souris 
utilises), couple e la fluoresceins (Alexis} dilue 
d"Evans 1/50000, Incubees 30 minutes a 37°C chambre humide. lavees trols 
15 fois en PBS 1X. at couvertes par una lamella ^pris qu'une goutte de tampon 
glycerine (PBS 30 % glycerol) ait ete depose^. La lecture de la lame a ete 
effectuee au microscope a U.V (Olympus, BH2)> j 

2.2.5. Immunisations da souris 
20 H Par les recombinants histidines 

Les protocolas a. b et c ont essentlellemeijrt 6t6 appliques pour obtenir des 
serums specifiques. tandis que les protocoles b. c et d ont ete employes afin 
d'effectuerdes infections d'6preuve par P. yoelfi. 

26 a) Adjuvant IFA/Aium 

Das souris BALB/c femelies de 6 semaines ont recu 1 premiere injection 
intra-peritoneale de 500 ul, avec 1 melange da 20 ug d'antlg6ne (Hls«-240, HIs*- 
680. His«-747. His 9 -772), 2 mg/ml d'Alum (AI(OHj) 3l et de ('Adjuvant incomplet de 
Freund (AIF), volume dans volume, supp16ment*javec 0.9% de NaCI. 

30 Les 2 injections suivantes, chacune £j 15 jours d'intervalle, ont 6t6 

effectuAes avec la rnfime quantity d'antigdne d^ns le m&me volume, male sans 
AIF, et avec de la methiolate. un conservateur, a b.05%. 
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Les souris ont 6t6 pr6levees (500 pi) avajnt I'immunisatlon 2 semaines, 1 
mois et 8 semaines apres la premiere immunisation, aur EDTA et les plasma 
recuperes et stockes a -20°C. 



10 



15 



20 



26 



30 



b) CFA 

Des souris BALB/c femelles de 6 semaihes ont recu 3 Injections sous- 
cutanees tous les 15 jours a la base de la queue d'un melange constitue par 100 
pi d'adjuvant complet de Freund et de 10 pg dlantigene (His 6 *l14 ou HiS6-662) 
dans 100 pi de PBS. 1 semalne aprds la trol$>me Injection, les serums des 
souris ont ete preleves et lea reponses testes en EUSAs contra le recombinant el 
en IFI eur les sporozoltes. 18 jours apres la dern'l&re injection, les souris ont subl 
une infection d'epreuve par des sporozoTtes de f\ yoetii. 



c) SB2SA (Adjuvant Smith and Klein Beecham) 

Des souris C3H femelles de 7 semaines ont recu trols injections sous- 
cutanea* a la base de la queue de 100 pi d'i)n melange constitue par 57 pi 
d'adjuvant melange aveo 43 pi d'antlgene (Hl&»-249, Hls«-747 ou Hl6*-772) 
correspondant a 10 pg. les injections etant espa^ees de 3 semaines chacune. 10 
jours apr6s la derniere immunisation, les souris jorrt ete prelevtes et les serums 
correspondants rtcoltes. j 

j 

d) Mieroparticules 

Les solutions d'anligenes (His«-249, ^-747 ou Hiss-772) ont ete 
adsorbees sur des mieroparticules en polystyrene de 0.5 pm de diametre 
(Polysciences Inc. USA) par Incubation a 37 °q en agitation pendant 4 heures 
dane une aolutlon de glycine, pH 8.0. L'adaorptioji de l'antigene a ete verifies par 
la capacite des micro- billea d'agglutiner avec yn serum specifique a l'antigene 
adsorb*. Des souris C3H femelles de 7 semaines ont re$u trois injections sous- 
culanees a la base de la queue de 100 pi d un melange constitue de microbilles 
coates avec l'antigene correspondant a 10 pg, lejs injections etant espacees de 3 
semaines chacune. 10 jours apres la derniere immunisation, les souris ont ete 
pretevees et les serums correspondents recolteaJ 
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2, Par lea reogmbinanto APN 

Des souris BALB/c et C3H de 6 semaipes ont 6t6 injectees 3 fois a 8 
semaines d'intervalle par vote intramusculaire ayec 100 mI d'antig^ne (pNAK114, 
pNAK249, pNAK438, pNAK571, pNAK747 v pN^K772) dans du PBS pH 7.4, puis 
une 46ms fois 12 semaines aprte la 36me injeption. Les prdfdvements de sang 
ont 6te effectues 1 semaine apr*s la 36me et la |4Arm Immunisation sur EDTA, et 
les sArurns r£colt&6 apres une incubation du pr6(Avement la nuit & 4°C 



Les rates de 3 souris /groupe ont 



3t6 pr6IevAes apr6s la 4Ame 



10 immunisation, et les stimulations des rtponses cellulairea etudiees. Aprte un 



5Ame boost, 8 semaines apres la 4 ferTle injection, 
d'6preuve par des sporozoTtes de P. yoQlll. 



les souris ont subi une infection 



2.2.6. infection d'4prBuves par sporozottes etpa(§tsde sanguin 

Les sporozoTtes issus de moustiques Anopheles stspten&il Infeotes par le 
clone 1.1 de P. yoelii yoeiii ont *t* obtenue parjune m6tode (Ozakl et aL, 1984) 
qui consiste en risolement de la cage thoraciqu^ du moustique et I'obtention par 
centrifugatlon 4 travers do la faine de verre des ^porozoYtes, qui ont 6te Iav6s par 
des resuspensions successives en PBS apr&s centrifugatlon. 

Les souris ont 6t6 infectees par des sporozoites de P. yoelfl par voie r6tro 
orbitale avec 150 k 200 sporozoTtes (200 \AI injection), et la parasitemia suh/le 
par des frottis du jour 3 suivant I'rnfection jusc u'au 126me jour post-infection, 
aussi bien sur les anlmaux Immunises que sur dps souris nafves Infectees par le 
merne lot de sporozoTtes. 

Des stades sanguins prtlevAs sur d'autres souris infectees par P. yoelii 
ont ete laves dans du PBS, et l'6quivalont de 5jx 10 4 parasites ont 6t£ injectea 
par voie intrapArltonAaie. 



2.2.7. fitude des rtponses celiulalros. 

Afin d'etudier aussi bien Tinductlon fie proliferation de cellules-T 
sp6cifiques ainsl que la federation de cytokines $epables de stimuler la rAponse 
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immune, nous avons etudte la stimulation d€ 
antlg6nes et la s6cr6tton d'IFN-y par ces cellules. 

1 -Proliferations de lymphocytes T 
5 Les rates ont 6tt pr6lev6es sur les souris 

ont 6te lavees deux fois dans du RPMI 1640l (Glbco, France) et tes cellules 
resuspendues a une concentration finale de 5 x 10 6 cellules /ml dans du RPMI 
supplement* avec 100 U/ml p^nlcilline, 2 mM L-jglutamine, 10 mM Hepes, 50 \iM 
(J-mercaptodthanol, 1,5% s6rum de veau fbotajl (SVF) et 0,5 % de s6rum de 

10 souris normal. 1G0[jl/puit8 de chaque suspension a 6t6 distribute dans des 
plaques de 96 putts £ fond rond (Costar, USA) pt las prolines recombinante$ & 
tester ont 6t6 ajoutes & une concentration d£ 50 mg/ml. Ces tests ont Ate 
effectuAs en triplicate. Aprds 48 h d'incubation, (37 *C avec 5 % de C0 2 ) t 
50pl/puit de sumageant de culture a AtA pr$le|/6 et stockA a -70 °C avant la 

15 determination de titres d'lFN-y. 50 ylfcuit de jsumageant a ete preleve pour 
dosage de cytokines. Afin de dAtecter la rApllcatjion d'ADN due & une stimulation 
de division, 50 \i\ d'une solution de Thymidine tritite ( 3 H) (Amersham Life 
Science, England) A IpGi/putt a AtA aJoutAe ilurant le$ 12 demieres heures 
d'incubation. Les cellules ont ete recoltees |dans un rAcolteur de cellules 

20 automatique (Skatron Inc, Starting, VA, USA), el Incorporation de Thymidine *H 
quantise par scintillation. Les resultats sont e>prlmAs en Index de Stimulation 
(I.S.) et la proliferation a At* consldArAe comm^ positive, lorsque te S.I. est au 
dessus de 2. 

25 2- Detection de sAcr&tlon d'interfAron v (UFN3) \ 

Les titres d'lFN^ dans les surnageants dp culture ont AtA dAtermlnAs par 
un mAthode d'ELISA A double capture. Des plaques Maxisorp (Nunc, Danemark) 
A fond plat ont ete coatees par un anticorps nrjonoclonal de rat anti- IFN-y de 
souris primaire (R4-6A2) (Pharmingen, San Dlegjo, CA) diluA dans un tampon de 

30 0.1 M de carbonate, pH 9,6, et lafesA sur la nult A 4 °C Entre chaque etape de la 
procedure, les plaques ont ete lavees plusieijirs fois avec du tampon PBS 

eupplomente aveo 0.O5 % Tweon (PBS-T), Ensujte, lee plaques ont Atd aaturdes 
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avec 3% d'albumine da s6rum de veau (BSA. Sigma Chemicals, St Louis, USA) 
dans du PBS-T. Des surnageants non-diluds ont Ate ajoutes aux putts et les 
plaques Incubees sur (a nult 6 4°C, sulvi par une incubation d'1 h £ temperature 
ambiante avec un anticorps monoclonal rat anti-souris IFN-y secondalre biotinyle 
5 (XMG1.2, Pharmlngen. San Diego, CA) diluA dans du PBS-T, Les fetapes de 
marquage avec des anticorps couples a la peroxidase sont klentlques a celles 
utilises dans la technique de I'ELISA. (A.2.1) 

3-Detection de cellules sAcrAtrlt^ es d'lFN^ par Elispot 

10 Le nombre de cellules secretrices d'IFN y a 6te determine dans des 

spldnocytes non stimutees 40 heures apr6s qu'elles soient fraichement Isoldes et 
Incubes avec les antigAnes. Des plaques de microtitraga (Multlscreen-HA, plaque 
sterile, Millipore) ont 6t& coatees par 50 pi d'une solution contenant 5 pg/ml 
d'antlcorps anti-IFN-y (18181D, Becton Dickinson Co). Aprfcs une incubation sur 

15 la nuit 4 4 °C, les pults ont AtA lav$$ et satures par una solution de 5 % de SVF. 
Des suspensions de cellules de 5 x 10* cellules/pult ont 6te incubAes avec 
rantigene A 50 

pg/ml dans un volume total de 200 pi pendant 40 h, & 37 °C dans una 
atmosphdre humidifJAe de 5 % de CO2. Les plaques ont ensuite ete lavAes 3 fois 

20 avec du PBS-T et 3 fois avec du PBS $eul et les puits ont alors AtA coatAs par 
50pl de solution d'antlcorps anti-souris IFN-y biotinylA (Becton Dickinson Co, 
USA) dituA au 1/200 et incubA sur la nult A 4 °C. Les plaques ont ensulta AtA 
lavAas de la mAme fa$on que pr^cAdemment, avant un ajout de 50 pi par puit de 
phosphatase alcaline couplAe A la streptavidine (Boehringer-Mannheim, 

25 Allamagne) A une dilution de 1/2000 dans du PBS. AprAs 1 h d'incubation, et 
lavage des plaques, des spots ont AtA dAtectes par dAveloppement d'une 
reaction colore avec les reactifs BCIP/NBT A 50 pg/ml A I'endroit ou des cellules 
individuelles ont sAcrAtA de riFN-'y. Les rAsultats sont ©xprimes comme le 
nombre de cellules formant des spots par rapport aux 5 x 1 0 6 spiAnocytes. 
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2.2.8. S6rums et cellules 

p'ipdjvidua naturellem ent exposes au parasite. 

10 serums provenant d'adultes vivant dans une forte zone d'endemle 
(Cote d'lvoire) et naturellement proteges ont Ate employes dans des etudes 
5 d'ELISA et des immunopurtflcations d'anticorps spAcifiques aux antigenes 
AtudiAs. 

Des serums provenant d'lndMdus do deux tranohe6 d'ages allant de 0 -9 
ans ou au dessus de 12 ans, ont Ate sAlectionn6s des Villages Ndtop et Dielmo 
(Rogier and Trap*. 1995; Traps et aj., 19S4). Ndiop est eituA dans une zone 
10 d'endAmie qui compte environ 20 piqQres infectieuses/an, et Dielmo, dans une 
zone qui compte 160 piqures infectieuses/an. Cheque serum dans une des deux 
regions correspond en age et en sexe a un serum de 1'autre region. 

D'animaux ou ri 'humains imm. infers avec des SQorOZOTteS irradieS. 

15 Deux chimpanzes ont AtA immunlsis solt avec des sporozoites IrradlAs a 

18 kRad, soft a 30 kRad par 4 injections da 5 x 10 6 sporozoites ehacune par vote 
intravAneuse. Les 3 premlAres immunisalions ont ate effectuees avec 1 mois 
d'intervalle. tendis que la 4 6 *" B a ate effectuee 4 mois apres la Leur sArum et 
les cellules du sang pArfphArique ont Ate Atudles dans des teste de rAponses 

20 cellulaires et de reponses humorales apres 3 immunisations. Les deux animaux 
ont Ate Infectes par I'injection intravAneuse de 4 x 10* sporozoites (foible dose) 
chacune de P. falciparum et seulement le chimpanzA immunisA avec les 
sporozoites irradies a 18 kRad a ete protege (n'a pas developpe de parasitemie 
sanguine) 

26 Deux humains immunise par |e meme moyen, ont recu un rappel avec un 

nouveau lot de sporozoTtea inadiAs, et les cellules du sang pAriphArique ont Ate 
etudiees dans des tests d'Elispot. 

De plus, le sArum de 4 humalns ImmunisAs avec des sporozoTtea IrradlAB a AtA A 
notre disposition. 



30 
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D'individus exposes cjjfferemment au parasite 

Nous avions & notre disposition des scrums de 8 individus exposes 
naturellement au parasite mais sous traitement do chloroquine permanent, ce qui 
elimine les stades sanguins * une forme tr£$ precoce et des s6rums de 5 
5 Individus accidentellement infects par la transfusion de sang infecte par P. 
falciparum. 

3) RESULTAT8 

10 Identification de deux antigdnes nouveaux DG47 et DQ772 de P. falciparum 
reconnue par dee volontaires immunises avec dea sporozoVtee irradld 

Les clones DQ 747 et DG772 ont 6t£ s6lectionn6s non seulement a cause 
des criteres initiaux poe66 (detection sur les sporozoftes et le atade hdpatique, 
ainsi qu'une reconnaissance par des s6rums hyperimmuns), mais parce que 

15 plusieurs caracteristiques supplements ires nous ont interessds : le DG747 n'avait 
aucune r6activite croisAe avec d'autres proteines de la banque PM, et le DG772 
n'avait qu'une seule r6activite crolste, avec LSA1, le seul antigfene identrfie 
comma exprim6 unlquement au stade hepatique de P. falciparum. De plus, des 
anticorps specifiques des deux proteines marquaient dee sporozoftes de P. yoeili 

20 Un sAquenpage initial a r6v£l£ que ces deux clones contenaient des 

Inserts appartenant a des genes Jusqu'lci inconnus, mais dont la sequence etait 
disponlble sur les bases de donnees du genome de P. falciparum. Nous nous 
sommes done consacrfcs au travail de la caracterisatlon moleculaire depression 
du stade* de la conservation du g*ne, ainsi qu'd un travail de caracterleatlon 

25 Immunologique (antigenicity ImmunogSnicite) de ces nouveaux antigdnes. Lbs 
rteultats ont montr6 que a) ces deux antigdnes Indulsent une reponse immune 
Chez des individus ou des animaux uniquement exposes aux stades pr6- 
drythrocytaires aussf bien artlflciellement (par immunisation) qua naturellement 
(sur (e terrain), b) quite sont reconnus par des serums d'individus naturellement 

30 exposes au cycle entier du parasite, aussi bien dans des zones de faible que de 
forte end6mie. De plus, nous avons evalud chex la souris leur potentiel 
immunogene et protecteur par nmmunlsatlon et nnfectlon d'6preuve par P. yoetii. 



CA 02345206 2001-05-16 

Expedit: Leger flobic Richard 4 ROBIC <6e>514 B45 6518; 05/18/01 18:03; JiffiH_#272;Page 32/48 

i 

i 

4 

3 

i 28 

j 

j 

3.1. Analyse des sequences 

| DG747 code pour un polypeptide do 59 acldes amines dont les 40 acldes 

j amines (aa) C-termlnaux font partie d'une structure rdp6titive de 5 x 8 aa riches 

| 5 en arginine et en lysine. Cette sequence est fdentique aux aa 81-140 du gtne 

PfB0155c (1524 pb, 508 aa) situe sur le chromosome 2 (figure 3.1a). Ce gdne qui 
code pour une prottfne putative (Gardner et al., 1689), ne comporte nl Introns, ni 
peptide signal predits, ni de regions homologues & d'autree proteines qu'elles 
soient de Plasmodium ou d'autres organismes. La proteins correspondante a une 
10 masse moldculalre thdorique de 59 kDa, et un point isoelectrique neutre (7.5), 
male oertaines regions ont des pi trds variables, par example la region retrouvee 
dans DG747 a une charge positive d pH neutre. 

DG772 contient un insert de 333 pb, qui sent traduits en 1 11 aa contenus 
dans un cadre de lecture ouvert. Ce polypeptide correspond & la region dee aa 
15 1 146-1256 d une proWine de 1493 acides amines codes par un g&ne situ6 sur le 
chromosome 1 (figure 3.1b). La masse theorique de la protdlne est de 173 kDa et 
le point isoelectrique est da 5.05. La proteins est constitute en majorite d'acides 
amines polalres et ne contient pas de sites hydrophobes, d part dans la partie N- 
terminale, od II pourrait y avoir un site d'ancrage de GPI. Le gdne ns contient pas 
20 de repetitions et la sequence nucldotidique tradufte a une forte homologie avec 
les proteines de la famille « EBP » (Adams et al., 1992), c'est-a-dire avec des 
regions 5'cys et 3'cys qui sont caracterfstiques de cette famille. 

3.2. Expression de stade et conservation du gene 

25 Afin d'evaluer plus precisemem ('expression de stade des deux prolines, 

nous avons utilise les techniques d'IFI et de Western blot sur des stades 
differents de P. falciparum et sur les parasites murins P yoe///et P, berghei 

La surface des eporozoites de P. falciparum a 6t£ marqude par les 
anticorps (humains ou de souris) sp6cifiques de DG747 et de DG772, mais las 

30 stades 6rythrocytalres ont $t6 marques d'une fagon diffarente pour les deux 
groupes d'anticorps. Les anticorps anti-His e -747 (anti-747) marquent peu les 
stades jeunes, mais tenement les stades schizontss murg. avec un marquage 
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localise autour des structures knob (figure 3.2 image A), tandis que les anticorps 
anti-His$-772 (anti-772) marquent le parasite d'une fa$on plus homogene tout au 
long du stade erythrocytalre. Dans les e$p6ces murines P. yoelii et P. berghei, la 
surface des sporozoTtes a 616 fortement marquee par las anticorps sp6olfiques 
S des deux antig&nes, 

Afln de d£finir les tallies des protdines d6tectees, nous avons aussi 
effectue un Western Blot des extraits prot6iques de parasites sanguins de P. 
falciparum avec les memes anticorps (figure 3.3 a et b). 

Les anticorps anti-747 marquent un polypeptide d'environ 70 kOa aussi Wen dans 

10 les extraits d'anneaux que ceux de sohizontes, tandis qu'aucune bande n'a 6t6 
d6tectee dans les Erythrocytes non parasites. Le polypeptide detecte par des 
anticorps anti-772 est plus grand, d'une masse moleculaire de 150 kDa, et est 
dAtecte aussi bien dans les anneaux que dans les sohizontes. Le marquage 
d'extraits proteiquea de P. yoelii a detectd un polypeptide de 70 kDa pour ies 

15 anti-747 dans les sporozoTtes et les stades sanguins et un polypeptide de 60 kDa 
pour les anti-772, seulement d6tecte dans les sporozo'ftes de P. yoelli. 

De plus, afin de confirmer la presence des proteines et leur Constance 
depression 6 la surface des sporozoTtes provenant de plusieurs parasites 
differents, nous avons examine par IFI des lots de sporozoTtes provenant de 

20 dffferents isolats Thai de P. falciparum. Le sArum anti-772 a marque tous les 
sporozoTtes, tandis que seulement 7 sur 10 des isolats testes etalent marquds 
par les anti-747. De mdme, des amplifications par PCR avec des amorces 
sp6cifiques pour les deux fragments de gfcne (IndlquAes dans ies figures 3.1a et 
3.1b) ont ete effectuees avec de I'ADN issu de stades sanguins de 12 souches 

25 dlffSrentes de P. falciparum (figure 3.4). Les prodults PCR correspondent au 
DG772 ont et£ amplifies 6 partir das 12 6chantillons et leur taille dtait similaire, 
tandiB que les amorces specifiques pour D6747 n'ont pu amplifier un fragment 
qu'a partir de 9 des 12 ADN. II faut pr6ciser que teutes les Ugnees de parasites 
utilises dans ce travail (T9-96, NF54 et 3D7) contiennent les genes 

30 correspondents. Ces resultats indiquent une variation au niveau de f'expression 
ou de la presence de DG747 dans des souches parasitaires, car au total, 
seulement 15 sur 22 parasites ont sembl£ contenir le gene du DG747 ou ont 
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montrd une r6activi» positive en IFI. Une des amorces utilises pour la detection 
du g6ne codanl pour DG747 est sltue dans la partie 3' des repetitions contenues 
dans la DG747, tandls que Tdutre est situee plus en aval ce qui pourrait expliquer 
Tabsence d'ampllflcation par PGR, s'il existait une variation eu niveau du nombre 
5 de oes repetitions. Toutefois, les r6auttats restent & conflrmer, de preference sur 
de I'ADN issu de parasites isol6s sur le terrain, car tous les parasites testes en 
PCR ont 6t6 cultiv6a £ plus ou molns long terme in vitro, ce qui peut entrainer 
des deletions au niveau chromosomal. Le ph£nom6ne de deletion a d'aiJIeurs 
aussi £t£ obsen/6 dans des populations de parasites in vivo (Corcoran and 
10 Kemp, 1986). 

3.3. Reconnaissance par le systime Immunitaire humaln dans dee zones 
endemiques 

En plus de retude de la constanoe d'expresslon de I'antig&ne, nous avons 
15 etudie la prevalence des neponses humorales d'individus vivant dans des zones 
de forte (Dielmo) ou de faible <Ndiop) end6mie, et dans deux groupes tffige 
diff6rents dans cas deux zones (figures 3.5a et 3.5b) 

On observe une meme prevalence (40 %) centre 747 dans la zone do faible 
enddmie, sauf que le nombre d'individus qui rdpondent tenement (I'lntensite de 

20* reponse par rapport aux temoins) augmente avec I Sge. Dans la zone de forte 
endemle, le nombre de repondeurs contre 747 augmentent avec rage, ainsl que 
I'intensite de la reponse, et la prevalence chez les adultes, que Ton peut 
coneW6rer comme ayant acquis une immunity est de 85 %. De plus, ces 
reponses semblent correlees avec I'exposition au spcrozoite, car le taux 

25 d'anticorps est plus 6lev6 chez les fndlvldus d'un groupe d'Sge donne dans une 
zone de transmission plus forte. Toutefois, dans une mSme zone, la reponse n'a 
pas change d'une fagon significative durant des saisons de plus faible 
transmission (salson s6che) (r6sultats non montres), ce qui pourrait corresponds 
a la reponse contre les stades sanguins et/ou indiquer que la reponse immune 

30 anfr-747 est de tongue durte. La r6ponse indulte par DG747 augmente en 
prevalence et en intensite en fonction de I'exposition et de Is dur£e deposition 
au parasite (age). 



Exp^dit: 
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La reponse anti-772 augmente comme l'anti-747 en fonctlon de rage, mais 
avec una augmentation beaucoup moins importante, par rapport au taux de 
transmission observe entre Ndiop et Dielmo at par rapport A Tfige. Le taux de 
rAponses antl-772 mesurA en % de prevalence et en Intenshe eat plus elevA pour 
5 les individus de bas age que celui des rAponses antl-747, mats molns forte (75 
%) que l'anU-747 (85 %) A Dielmo dans les individus immuns. 

3.4. Comparison des reponses induites par des stades dlffArenta du 
parasite 

1 o Nous avians le privilege d'etre en possession de cellules Issues d'lndlvidus 

immunises avec des sporozortes IrradJAs, et de sArums provenant de personnes 
expostes da fa$on diffArente A I'infectian parasitaire. 

3.4.1. RAegflses oBllulalres 

15 Toutes ces etudes ont ete effectuees en etroite collaboration avec Jean- 

Pierre Sauzet dans le laboratoire. Compte tenu du peu de materiel dont nous 
disposions, nous avons restraint les analyses afin de dAtecter ce que nous avions 
prAcAdemment dAfini comme un des entires Importants (rdte dans la protection) 
pour Evaluation d'un potentiel vaccinal au stade prA-Arythroeytalre. Nous avons 

20 AtudiA la sAcrAtion de IFN-y de cellules issues de 2 indlvidus Immunises avec des 
sporozoltes irradies de R falciparum, car nous avions obaervA, lore de I'analyse 
d'autres antlgAnes, et en partlculler de LSA3, un candidat vaocin Atudie dans 
notre laboratoire (Daubersies et al., 2000), que le taux de sAcrAtion de cette 
cytokine semble Atre corrAIA A la protection. Chez ces deux volontaires, le 

25 nombre de cellules sAcrAtant I'IFN-y contre DG747 et DG772 est aussl AlevA que 
pour les recombinants Issus de LSA3 (729 et PC), (figure 3.6a). De plus, nous 
avons examine si les reponses immunes cellulaires mesurAea par la proliferation 
de lymphocytes T et la secretion d'IFN-<y differaient entre deux chimpanzAa 
immunisAs avec les sporozoVtes irradiAs de R falciparum, mals dont un n'etait 

30 pas protege, (figure 3.6b et figure 4.3). 

Les cellules du systdme immunitaine de I'animal ImmunisA avec le$ 

cporo zo Ttec irradiec viablae (18 kRad) et ulterieuremant protage, ont raoonnu las 



CA 02345206 2001-05-16 

Leger floblc Richard & ROBIC (6e)514 645 6518; 05/16/01 16:05; frtfta_#272 ; Page 36/46 



32 

antigAnes DG747 et DG772, ainsi que I'ont fait lea cellules de ranimal immunise 
avec dee sporozoTtes irradlds non-vlables (30 kRad), et pas protege tors d'une 
infection d'epreuve. 

Les proliferations lymphocytatres sont h la limite de la valeur seuil, tandls 

5 que les taux de secretion d'IFN-y sont sieves, aussl blen pour la quantite de 
cytokine deiectee que pour le nombre de cellules secrdtrices (dAtecte par 
Elispot). Ceel est valable aussl bten pour les animaux efficacement Immunises et 
ceux n'etant pas proteges. Cependant, il semble que les taux de reponaes sont 
plus eleves pour les animaux immunises avec les sporozoYtes irradles de 30 

10 kRad. Les reponses induites par 747 sont plus fortes que celles qu'induit 772. et 
les deux plus fortes que celles induites par LSA3. 

Les cellules prelevees sur deS animaux ayant subi une immunisation 
suppldmentaire par les sporozottes Irradles ont ete endommagees lors du 
transport a partir du centre de primatologie en Afrique, et nous n'avona done pas 

16 pu etudier la presence d un « boost » induit contre oes antigenes. 

3.4.2. FfnriA das reoonsss humorales 

Nous n'etions pas en possession das cellules de tous les groupes humains 
exposes de facon differente a I'infection parasitaire, mais nous avons pu etudBr 

20 en detail la reponae humorale (Isotypes d'lgG) de volontaires Immunls6s avec 
des sporozoTtes irradies (ISS. seulement exposes aux stades pre- 
erythrocytalres), d'lndividus naturellement immuns vlvant en zone de forte 
endemie (exposes a tous les stades du parasite), et d'un indlvldu ayant ete 
acddentellement infecte par le paludlsme par transfusion sanguine, (uniquement 

25 Bxpose aux stades aanguins) (figure 3.7a et 3.7b). 

Pour les deux antlgenes, la difference la plus grande est observee pour 
I'isotype cytophile lgG1 dont le taux est beaucoup plus eleve dans le serum 
d'lndlvidus Immuns (SHI) que dans le serum issu du malade infecte par 
transfusion ou de volontaires ISS. Les reponses de ces deux derniers groupes 

30 sont assez semblables et ne font pa6 apparaftre de desequilibre entre anticorps 
cytophiles (lgG1 et lgG3) et non cytophiles (lgG2 et lgG4). Nous avons en outre 
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remarquA que la s6rum isau d un individu expos* ionguement au parasite* mais 
sous prophylaxie permanente (le PM), a le m6me profil en Isotypes que les ISS. 

3.6. Immunogenic^ chaz la souris 

5 Oes souris de deuy souchas dlfferentes ont 6te immunisees avec las 

recombinants sous formes de protfiines, avec des adjuvants different* ou sous 
forme de constructions d'ADN « nu ». sans adjuvant 

Una etude preiiminaire avec une construction ADN nu ne comportant pas 
de sequence signal permettant I'exportation de la proteine 8ynth6tis*e a ete 

10 effectude. Les souris Immunises n'ont g6n6r6 aucune reponse humorale, que 
ceta solt pour ces deux antlg6nes ou pour d'autres etudies clmultan6ment. 
Cependant, nous avons detecte des reponses cellulaires sp6cifiques anti-747 et 
anti-772. Aussi bien les prolifdrations de lymphocytes T que le taux de secretion 
d'lFN-y ont 6te testis pour deux souches de souris, la C3H et la BALB/c. Les 

15 profits de reponses sort presents dans les tableaux 3.1a et 3.1b ou Ton peut 
remarquer que pour le cas des reponses cellulaires de souris immunisees avec 
pNAK747, II y a aussi blen des stimulations de proliferation que de secretion 
d'IFN-y, tandis que pour pNAK772 f les prolifdrations des cellules T ont 6t£ trte 
peu stlmulAes par rapport * la stimulation de secretion d'lFN-y qui est 

20 considerable. Parmi toutes les souris immunisees, le niveau le plus eiev6 de 
s6cr6tions d IFN-y est observe lorsque le niveau de stimulation de proliferation 
est le plus bas. 

Les vaccinations par les autres formulations (proteine recombinante et 
ADN nu avec une sequence signal) ont toutes induit une reponse humorale chez 
25 les souris (figure 3.8). Tous les serums issus de ces souris immunisees 
reoonnalssent la proteins native en tests d'IFI et le marquage correspond avec 
celui observe pour les anticorps humains immunopurifies. 

Les reponses antl-747 presentent un profil slmllaire pour toutes les souris 
immunisees et toute9 les formulations utilisees, avec une r6ponse isotypique d 
30 preponderance lgG2b. Les rtponses antl-772 sont aussi slrnllaires entre souris et 
formulations de vaccina, mals avec une nette predominance des lgG1. Le profil 

iaotypique depend done d© rimmunogene plue que du mode de presentation 
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utilise. Cependant. les titres a point final sent beaucoup plus 6lev6s lorsque Pon 
Immunise avec des prottines recombinantes (1/200.000) par rapport a I'ADN 
(1/2000). et lea titres des serums de souris immunises avec Hlse-772 sont plus 
6lev6s que ceux des Hlsc-747. 
5 Puisque nous avions observe une rdactivite croisde avec le stade 

sporozoKte de P. yoatii nous avons teste le potentiel protecteur de ces antigdnes 
par rinfection avec des sporozoTtes de cette espece de souris immunie^es avec 
lee prolines recombinantes. La parasitemie a ete suivie par Tobservation des 
formes sanguines sur des frottis & partir du jour 3 de rinfection et pendant 12 
10 Jours cons^cutifs. Nous n'avons observe aucune protection quelle que soit la 
souche de souris utilisee, car la parasitemie a ete detectfee au mSme jour que 
cette des souris non immunises, et la courbe etalt semblable d cede des souris 
t&moins (resultats non-montres). 

1 5 3.8 Oonneee eupplementaires 

3.6.1 DG772 

Par RT-PCR sur TARN total issu de sporozoTtes et de parasites sanguins, 
les inventeurs ont pu determiner les s|te$ d'epiesage de TARN messager 
correspondant au g&ne codant. La sequence des amorces a 6te extraite des 

20 donntes du genome de Plasmodium falciparum. 

Les produits d'ampliflcation sont de tallies Identtques dans les stades 
sporozoTtes et les stades sanguins, et different de la taille du produit obtenu par 
amplification de I'ADN genomique et par sequengage les sites d'epissagea se 
sont av6r6s d'etre identkjues (voir les introns indiq j6s dans la figure). 

25 Le gAne codant pour DG772 appartlent £ une famille de proteine9 

identifies par un motif partag6. Toutes les protAlnas de la famille des EBP 
(Erythrocyte Binding Proteins) partagent des motifs conserves de reskjus 
cysteine dont I'agenoement est simiialre pour toutes les proteines. Cependant, le 
degre d'identite ne depasse pas 31 % (max. 57 % d'homologie), m§me dans les 

30 r6gons les plus conserves. 
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3.6.2 Tests d'lmmunofl6n|c|t6 envftaggg dflDS bS hUmglPSn 

D'apres nos rSsultats obtenus dans lea souris, nous pouvons conflrmer 
qua les an«g6nas 00747 et DG772 employes aussi bien sous forme d'ADN que 
sous forme de protAlna recombinants sont immunogines. De plus, du fait que les 
5 prolines recombinantes sont reconnues par des individus immunises et 
prot6g6s oontre I'lnfectfon par des sporozoTtes de Plasmodium falciparum 
indiquerait un role de ces antigenes dans I'immunM pr6-6rythrocytaire. Un test 
dans des primates, et en particular des chimpanzes va nous perrnettre des 
r68Ultats prdllminalres qui nous permettront de choisir la formulation optimal© 

1 0 pour des tests cJIniques chez I'humain. 

Dans las ©ssais de phase l v afin d'dtudier I'immunogenicite et la surete du 
produrt, nous envisageons trois formulations toutes pr«par6es dans des 
conditions GMP: 1) I'antigAne sous forme de proline recombinante purifiee a 
partir de la bacteria Lactococcuc lactis (utilisation permlse dans les humalns) 

15 adjuvee avec I'adjuvant SBAS2 (6SK) ; 2) la construction d'ADN dans le vecteur 
Vical (Avantis Pasteur) ; et 3) des lipopetides synthMiques Inject6s sane aucun 
adjuvant (v. LSA3) . Ces formulations vont etre distributes par injection sous- 
cutanea (au niveau du deltoTde). Par des tests prAIImlnalres, nous savons que les 
antig&nes Hise-747 et Hisa-772 induisent des rdponses cellulalres el des 

20 r6ponse$ humorales che2 des individus n'ayant ete exposes uniquement aux 
stades pre-Grythrocytaires. Nous allons ensulte etudler les rSponses cellulaires et 
les reponses humorales des individus immunises par les formulations choisies en 
les comparant avec celles observ6es dans des individus immunises avec des 
sporozoTtes att6nu6s par irradiation et prot6g6s contra une Infection d'6preuve 

25 aveo des sporozoTtes non-attdnu&s. En fonotion de ces reponses, une infection 
d'6preuve avec des sporozoltes de Plasmodium falciparum sera envisage. 

3.6.3 Homoloale avec d'autrra a6auances nud&otldiques. 

Une hybridation par Southern blot dans les conditions stringentes standard 
30 (0.1 X SSC, 60 6 C) ne donnerart lieu & aucune autre hybridation qu'avec le gine 
correspondent 
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3.6.4 Recherche d'homotoaie oar des movens bioinfarrnatlnue 

Les necherches ont ete effectu6es avec la logiciel BLAST (tblastx et blastn) 
sur toutes les bases de donnees disponibles du genome de Plasmodium 
falciparum ainsi qua les bases de donn6es d'autres organlsmes. Les pararnetres 
5 utilisees sont les pararnetres de dfifaut trouv6es sur les site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

3,7 Discussion 

Ce travail qui fait partie de retude des antigdnes exprlm6$ dux stades pre- 

10 6rythrocytaires nous a permis une premiere caract6risation et revaluation du 
potential vaccinal de deux nouveaux antig&nes de R falciparum. Ces deux 
antigenes ont des caracteristkjues dlff6rentes au niveau mol6culaira. D'une part, 
la proteine dont fait partie te DG747 contient des repetitions, tandis que la 
molecule nontenant le DG772 n'a aucune repetition directe. Le gene Pfb0l55o 

15 codant pour DG747 est petit (1524 bp) et contient une region repetitive 6 laquelle 
appartient DG747. Nous n'avons pas pu detecter la presence du gene par PCR 
dans toutes tes souches, ni pu observer une reactivite avec toutes les souches 
de sporozoftes etudiees. L'absence observe© peut £tre due a une reelle deletion 
du gene ou aux procedures exp6rimentales. En effet, une des amorces utilisees 

20 pour la detection de la partie codante pour DG747 chevauche la partie repetitive, 
ce qui peut entraTner une dlfflculte d amplifier un gene contenant une repetition 
plus grande, ou a detecter un gene contenant moins de repetitions. De plus, ceci 
est aussi le cas pour la detection en Immunofluorescence indireote ou un nombre 
6ventuel de variations de repetitions peut changer Tafflnlte des antlcorps 

25 sp6cifiques, si ('epitope cibie chevauche cette region. L'expreselon detectee par 
IFI semble dtre presente tout au long du cycle parasitaire asexue dans I'htie 
vertebre (nous n'avons pas analyse les stades sexues). Malgre la presence de 
repetitions dans le DG747, nous n'avons pas detecte de reactivite croi*£e avec 
d'autres antigenes de P. falciparum. La sequence du gene entier n'a pas 

30 d'homologie avec d'autres proteines plasmodiales Jusqu'lcl Identlfiees, et nous 
n'avons pa$ encore dedications sur une fonction blologique eventuelle. 
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j Le DG772 ne contlent pas da repetitions et ea presence semble 6tre 

constante, qu'elle soit ctetectte par PCR ou par IF!. Au niveau blologique, le g6ne 
codant pour DG772 s'avAre 6tre IntAressant Nous avons trouve par homologie 
da sequence que c© gene de 5300 bp de cadre de lecture ouverta fait partie da la 
5 familfe das EBP (Erythrocyte Binding Protein) (Adams et al., 1992), mais qua la 
sequence de DG772 n'appartient pas aux regions conserves do cette famille, il 
ne pariage qu'une petite partie de sequences avec rextrAmite N-tarminale de la 
region 3'cys. D'ailleurs, il n'a pas de rAadivHes croisAes nf d'homologie de 
sequence avec DG249, un autre clone faisant partie d'une dea parlies consensus 
10 du gene codant pour EBA-175. II se peut que DG772 fasse partie d'une region 
qui confers une particularity £ chaque molecule de cetle famille. La presence de 
deux molecules de la famille d'EBP (EBA-175 et 772) sur les sporozoYtes pourralt 
impliquer qui! axiste plusieurs molecules de cette familla qui Intervlendraient de 
fagon alternative dans le processus d'invasion comma dAcrit dans les stadas 
15 sanguins. 

Une connalssance de la prevalence est utile lors de revaluation d'un 
candidat vaccin, et les prevalences obtenues pour DG747 et DG772, de 85% et 
75 % ,sont importantes. Cette etude a montrA I'antigAnicltA Importante tfun petite 
partie des deux molecules, et a suggArA qu'll y aura It un IntAret a etudier plus en 
20 detail d'autres epitopes de la mdme molecule. La r£ponse humoraie detectee 
contre 0G747 et DG772 dans des individus exposes en permanence indique qu'il 
y a une preponderance en rAponse lgG1 (type oytophile) developpee lore d'une 
exposition soutenue qui n'est pas retro uv6e dans le cas de paludisme 
transfuslonnel. Par contre, les profits de reponses humorales obtenus pour deux 
25 groupes exposAs aux stades prA-Arythrocytalrea A plus ou moins longue dur6e 
(PM et ISS) se reesembtent, et le niveau d'lgGl est bas. ce qui indique que cet 
fsotype tradult I'exposltlon rApAtAa de I'antigAne aux stades sanguins. L'Atude 
des reponses cellulaires dans ces merries zones devra etre effective afin d'avoir 
una notion plus precise des reponses immunltalree induites par cas antigAnes. 
30 Aux stades pre-erythrooytaires, nous avons observe une induction de 

rAponse cellulaire par ces antigAnes aussi blen dans des chimpanzAs que chez 
des humains. Nous avons observe la sAcrAtion IFN-y, dAcrlt comma un facteur 
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intervenant dans Id protection contre les stades pr6-6rythracytaires. La difference 
de rGponse obaervAe chez les chimpanz*s en fonction de la dose d'irradlatlon 
pourrait signifier que les antig^nes sont reconnus aussi bien &ur les sporozortes 
que dans les stades hApatlques. En effet, les sporozoftes rrradlis & 30 kRad sont 
5 incapables de p6n6trer dans I'hApatocyte, et las r*pon$e$ detectees sont done 
seulament dues A cette exposition, tandis que les sporozoftes IrradlAs £ 18 kRad 
se d6veloppent dans I'hApatocyte, et les n6ponses d6tect6e$ sont done dues & ce 
stade. II serait interessant d'etudier de plus prds les rfeponses induites dans ces 
deux animaux (restriction MHC1), et ('induction de « boost » de r6ponse lore de 
10 plusieurs immunisations success ives. Ce travail a aussi montre que dans ces 
deux fragments d'antigenes, il existe aussi bien des Epitopes T que des Epitopes 
B. 

L'immunogenicit6 induite par les deux antlgfcnes dans la souris est 
dlff&rente avec una predominance dlgGI pour le DG772, qui n est pas observAe 

15 pour CG747. Par contra, nous n'avons observe aucune difference dans les 
rdpon&es en fonction des formulations, oe qui est interessant car la presentation 
des molecules nest pas Identique pour chaque formulation. Le$ rdponses 
cellulaires uniquement obtenues pour la formulation n'ayant pas induit de 
rtponses humorales detectable* montre qu'il y a eu aussi bien des proliferations 

20 de lymphocytes, que des sAerAtlons d'iFN-y en fonction des souris. Les 
$6cr£tione d'IFN-y ont tendance £ etre plus elevees lorsque les taux de 
proliferation sont bas, mals ceci reste 4 Stre dtudte plus precisement avec un 
nombre plus 6lev6 de souris. L'absence de protection des souris immunisdes ne 
permet pas d'exclure une protection chez I'homme ou par infection avec P. 

25 falciparum car les Epitopes clbles ne sont pas nteessairement les m6me$. Afin 
d'etudier un role dans ('interaction P. falciparumfhQXe vert6br6, nous avons 6 
disposition un module in vitro avec des h*patocyte$ humains et des sporozoites 
de P. falciparum qui permettront I'ttude de I'inhibition de I'lnvasion, et les etudes 
in vivo seront possibles dans un module de singes Aotua/P. falciparum qui se 

30 trouve en Colombie. Actuellement, nous sommes en train d'effectuer le travail 
ndcessaire pour completer les analyses entam&es sur ces antigdnes pour ce qui 
estde limmunogAnfcJt*. 
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4.0: Exampto 2 

Caracteriaation dea autres clones s6lecttonn6s pour une etude 
approfondie : DG438, DO 680, et DG 1096 

5 En plus des etudes dfecrites en detail sur les 4 antigdnes & I'Exemple 1, la 

Demanderesee a aussi AtudiA d'autres molecules de notre selection d'antlgdnes 
exprim6s aux stades pr6-6rythrocytaires: DG438, DO880 et DG1095. Les 
rd$ultat$ pr£llminaires obtenus a I'Unit* de Parasitologie Biomedicals ont 6t6 
confirms et quelquas nouvelles donn£e$ int£res5antes ont 6t6 amendes. 

10 

4-1. DQ438 

Le clone DG438 a 6t6 s&lectionn* non seulement parce que des anticorps 
sp6cifiques reconnaisaent aussi bien lea sporo2oites que lee stades h6patlque$ 
et que I'antig&ne seroble y 6tre present en grande quantite, d'autre part parce 

15 qu'aucune rtactivite croisAe n'a 6th observes ni avec d'autres prolines 
recombl nantes de la sous-selection de 120 clones, ni avec les sspAces 
plasmodiales P yoelli et P. bergh&l. Ce clone correspond aux acidas amines 
185-229 de GLURP (Glutamate fiich Protein) faisant partie de la region non 
r6p6t6e R0, qui contfent les Epitopes B majeure de la motecule (Theteen et al., 

20 2000). A travers une collaboration 6troite avec M. Theisen d Statens 
Seruminstltut a Copenhague, et avec Karima Brahimi dans rUnit6 da 
Parasitologie Biomddicale, nous avons effectu6 une caracterisation de 
I'expression de GLURP dans les stades pr6-6rythrocytalres et Atudid 
Hmmunog6nldt6 de la molecule sous une nouvelle forme. 

25 

4.1.1. Description de TantlaSne 

Le g*ne codant pour GLURP est localise sur le chromosome 10 (Triglia et 
al., 1992), Schemattquement, la proteine peut etre repartie en trois parties, deux 
corrtenant des regions rApetltlves R1 et R2, et une ne contenant pas de 
30 repetitions , R0 (figure 4.1 ). 

Les repetitions de R1 sont peu conserves et les rdponses humorales 
d'humalns exposes a la maiadie sontde falble prevalence (9,6 %), tandis que fes 
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ij repetitions conserves de R2 sent reconnues par 84 % et RO par 75 % des 

sdrums (Thelsen et al, 1995). 

R2 paralt etre la region immunodominante de la molecule, car che* tes 
souris immunisdes induites par Immunisation aveo une proline reoombinante 
5 representant la quashtotalitt de GLURP, les rdponses sont dihgees 
pr6f6rentiellement centre R2. Tandis qu'il faut repeter les immunisations pour 
obtenir des antlcorps dlrig6s contra RO (Theisen et al., 1 995). 

j 4.1.2. Confirmation de I'exoresslon de GLURP aux stades pre^rvthfoevtairea 

10 Une rtactivlt* au nivaau des sporozoites et des schlzontes hfcpatiques 

j avert deja ete detectee par IFI (Borre et al., 1991) avec des anticorps dlrlg6s 

■] contre la R2, qui prdsente des r6activrt6s croisAes avec d'autres antigenes 

j possedant les memes types de repetitions riches en glutamate, (Hegh et al., 

1993), comma le Pf11.1 (Scherf et al., 1988), RESA, (Anders, 1986). Karima 
15 Brahimi a rAallsA des 6tudes simllalres avec des anticorps dirigAs contre la RO, 
qui eux ne presentent pas de reactivites croisees avec ces molecules et a trouv6 
] un marquage ausei bien £ la surface dee sporozoites de P. falciparum quo dans 

le cytoplasme du schizonte hepatique tres mOr (observations non montrAes). Le 
mfime motif de marquage est observA avec des anticorps immunopurifiAs sur la 
20 protAine de fusion p-gal-438. 

4. 1 .3. Etude de rimmunooenicite de DG438 sous forme d'ADN 

Le sous-ctonage de DG438 dans le vecteur Hi$6-tag a 6t6 tentA, mais n'a 
pu Stre effectuA. Toutes les constructions rAsultantes contenaient ("insert en sens 
25 inverse par rapport au promoteur, et un clonage unidirectionnel avec des sites de 
restrictions spAcifiques pour chaque c6tA n'a donnA aucun recombinant, Ceci e$t 
probablement dO a une toxicite de la proline reoombinante pour r Escherichia 
cod. 

Nous avons sous-clone le DG438 dans un vecteur d'ADN nu, le pNAK, qui 
| 30 permet ('expression de I'antigAne par la transfection de cellules eukaryotes, et 

nous avons immunise des souris avec cette construction, afin d'etudier 
rimmunogAnlcitA. 
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Le sens correct de clonage de I'insert a 6t6 confirm* par s*quen$age, et 
nous avons aussi pu ddtecter una expression de la proteine par transfection de 
cellules eucaryotes in vitro, suivie par une IFI avec des antlcorps sp6clfiques anti- 
RO. Curieusement, rimmuniBation aveo cette construction, p438, n'a induit que 
5 des reponses cellulaires, tandis qu'aucune rdponse humorale n'a pu §tre 
d6tect6e. qua csla sort pour le DG438 ou pour les 7 autres antigdnea tastes 
aJmultandment (v. chapitre 3). La r6ponse humorale negative ne peut pas non 
plus §tre expliqu6e par I'absence d'6pitopes B, car II a d6jd At* dAmontnS que 
cette region en contient plusieurs. 

10 Le tableau 4. 1 rdsume tea r6ponses obtenues dans des souris immunisees 

avec 5 injections intramusculaires de 100 pg de p438 dans du PBS par vole 
intramusculaire d 5 reprises (espac6es de 6 semaines pour les 4 premieres, et la 
S 6 "* 6tant effectuAe 6 semalnes apr6s la 4*™*). 

Par opposition avec ('absence totale de reponses humonales, nous avons 

15 pu ddtecter dea r6ponses cellulaires aasez homogines pour lea deux souches de 
souris gtudtees. Les souris C3H repondent soit en proliferation, sort en sScrAtion 
d'IFN-y. tandis que la BALB/c repondent dans les deux. On remarque une fois 
encore (cf chapitre 3) qu'll n'y a pas de correlation evidente entre les deux types 
de riponse. 

20 A cause de Tabsence de reactivity crois6e avec les plasrnodies murines, 

nous n'avons pas effectud une infection d'dpreuve par des sporozoites de 

Plasmodium yoelti. 

4.2. DG680 

25 DG680 a aussi 6t6 selectionne d'une part pour sa rtactivitt avec les 

stades pr^-drythrocytalres, et d'autre part pour I'absence de r6actlvlt6s crois6es 
avec d'autres antigdnes de la banque PM. La pJaque du phage recombinant 
inftialement s6tectionn6 s'est av£r£ contenir deux fragments, run de 1900 paires 
de bases (DG680-1), et I'autre de 2200 paires de bases (DG680-2). Par 

30 sAquenpage, nous avons observe que les deux fragments contiennent une meme 
sequence, I'insert le plus long contenant une partie supplemental en Cette 
difference pourraK etre due * une recombinaison dans les bacteriophages. Le 
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fragment contenu dans Pes clones n'a pas 6t6 entlirement sAquencd, mais les 
100 bp s6quenc6es en 5'et 3* ne contiennent pas de cadre de lecture ouvert en 
entier. Des recherches d'homologies, par des outils de bio-lnformatlque dans les 
banques de sequences, n'ont rAvAIA aucune homologie, mais i'ADN est rtche en 
5 A et T ce qui correspond aux caracttristlques de I'ADN de Plasmodium 
falciparum, Les deux fragments ont 6t6 sous-clones dans le vecteur depression 
pTtrc-His, mais seulement le recombinant correspondant d I'lnsert le plus long 
(Htes-680) a ete purifie. Nous avons utilise la disponibillt* de Tantig^ne pour 
conflrmer les observations prdliminalres de ('expression au stade pr6- 
1 0 £rythrocytaJre, et pour effectuer des 6tudes d'antlg$nlc«6. 

4.2.1. Stades d'expreaslon de I'antlofene 

Afin de confimner les observations prtiliminalres, nous avons 
immunopurifte sur plaques ELISA des anticorps humains spedfiquement dirigfis 
15 centre Hise-SSO, et nous avons Immunise des souris avec |e H|$*-680. Les 
arrticorp$ sp£cifiquee humains et murins ont ete utilises dans des IFIs et des 
Western Blots sur des stades different* du parasite. 

Les r6sultats obtonus sont reprSsentes dans le tableau 4.2 et dans la figure 4.2 
(seulement pour les sporazoYtes et les stade eanguins). 

20 Les reactivity observees en IFI sont similaires pour les anticorps humains 

et les anticorps de souris, et correspondent a eel les observees pour (es anticorps 
humains immunopurifl6s contra le recombinant fusionne a la p-galactosidase 
pnfialablement 6tablies par Karima Brahlmi. Au stade hgpatique. on observe un 
marquage diffus qui est souvent observi lonsque les antigdnes sont partagAs 

25 entre le stade h^patique et le stade sanguin. Le marquage augments bra de la 
maturation de la forme sanguine, et seule 75 % des parasites est marquee, Ceoi 
qui peut exprimer une variation de ('expression de I'antig^ne. Les marquages 
sont localises au niveau du cytoplasme au stade hdpatfque at au stade eenguln 
jeune. Dans (es formes sanguines mures le marquage est & la surface du globule 

30 rouge ce qui pourrait traduire une exportation de la proteins. 
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4.2.2. Antiflgajdttdg DG680 

Sur 11 serums hyperimmuns testes en ELISA sur Hted-680, 10 ont une 
j r6ponse positive (au-dessus de la valeur seuil definie par las r6ponses de serums 

provenant de personnel n ayant jamais 616 exposes au paludisme). 
5 De plus, nous avons teste la reconnaissance de I'antlg6ne en ELISA par 

das scrums de perconnes ayant 6t6 expo«6es uniquement aux stades pr6- 
j erythrocytaires, semblables & ceux utilises pour notre selection (la « PM »), ainsi 

.] que des serums d'lndividus ayant £t£ immunises avec des sporozoites Irradies. 

j La prevalence de rdponses humorales est 6lev6e, car 4 serums sur 5 de 

10 personnes naturel lenient exposes au paludlsme mais sous prophylaxie efficace 
reconnaissent lantigene, 3 sur 4 des Indlvfdus immunises par des sporozoites 
irradies et prot6g6s contre une infection par des sporozoites infeotleux 
reconnaissent I'antigene. Cette reponse augmente d'ailleurs en fonctlon du 
nombre d'immunisatlons. 
15 Nous avons egalement etudie les r6ponses ceilulalres de chimpanzee 

immunises avec des sporozoites irradies de P. falciparum (figure 4.3). Cette 
figure recapitule les resuttats presented dans les chapltres 2 et 3, afin de pouvolr 
comparer le$ r&ponses induites pour tous les antigenes etudies. Lantigdne InduK 
peu de proliferation cellulaire et de secretion d'IFN-y chez les animaux etudies 
20 par rapport aux autres antigenes. Compte tenu de$ r6ponses humorales 
detectees contre DG680 aux stades pre-6rythracytaires, on peut done supposer 
qu'H s'agit d'un antlgene qui induft de preference une r6ponse humorale, et dorrt 
(a stimulation cellulaire est mlneure aux stades sporozorte et h6patlque T 

25 4.3. OG1095 

Le phage DG1095 contenait aussi deux inserts de tallies tr6s diff6rentes, 
d'une part un fragment de 1 700 paires de base (1095-1), et d'autie part un 
fragment de 350 paires de bases (1095-2). 

30 4.3.1 . Description de l'antiQ6ne et pr esence de r6actlvlt6* croiaeas 

Au depart, une r6activit6 crois6e avec plusieurs clones de la banque PM 
avait ete observee, et quelques uns faisant partie du groupe de clones 



i 



CA. 02345206 2001-05-16 

Exp<5dit: Leger Roblc Richard & ROBIC (6e)514 845 6518; 05/18/01 18:09; toife, #272;Page 48/46 



representant tes « families » PfEMP3 ou GLURP. Le sequencage des deux 
inserts a montre une appartenance differente de oes deux fragments. Le 
DG1 095-1 fait partie de PfEMP3 (voir chapitre 1), et DG1095-2 est un antigene 
contenant une sequence repetitive qui presente des homologies avac des 
5 sequences sur les chromosomes 4 et 12, male dont les genes enter 
correspondants n'ont pas encore ete trouves dans le genome de P. falciparum. 
Le DG1095-2 comports en grande partie des repetitions et en amont une partie, 
qui pourrait correspondre a un intron caracteristique au P. falciparum, (Figure 
4.4). Ce fait pourrait expliquer Tabsence de cadre de lecture ouvert sur la totalite 
10 du fragment. 

Afin de confinmer ( expression aux stades pre-erythrocvtaires et de verifier 
les reactivites croiseas deja etablies pour le phage melange, nous avons exprime 
les deux protelnes de fusion p-gal separement et effectue I'lmmunopurification 
d'anticorps humains specifiques. 
15 La reactivite avec le PfEMP3 est due a la presence de OG1 095-1 (voir 

chapitre 1). et una etude avec les anticorps immunopurifies sur la protaine de 
fusion p-galactosidase du clone DG1095-2 a confirme une reactivite croiseas 
avec les antigenes Issus des clones DG176, DG773 et DG774 (en cours 
d'analyse). 

20 

4.3.2. Exorasaian de Stade 

Par (Fl, les anticorps humains immunopurifies sur DG1 095-1 donnent un 
marquage Identique a celui observe pour les autres antigenes appartanant a la 
meme partie (N-term) de PfEMP3 (chapitre 1). 
25 Les anticorps humains Immunopurifies anti-DG 1 095-2 ont marque en IFI tous les 
stades de P. falciparum ainsi que les sporozoites da P. yoelU. A cause de la 
presence de reacuvites croisees observees avec d'autrea clones, nous n'avons 
pas explore plus avant la localisation par IFI et la reactivite en Western blot. 

30 4.4 Discussion 

GLURP, dont le clone DG438 represente une partie, a surtout ete etudie 
comme un candidat vaccin aux stades erythrocytaires, ou la protein© semble etre 
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concentre au niveau du cytoplasms du echizonte sanguin, et est libelee en 
meme temps que les merozoTtes (Borre et al.. 1991; Theisen et al., 1998). La 
prateine n'est pas attachee a la surface des merozoTtes comme cela samble etre 
le cas pour MSP-3. Les antfcorps anti-GLURP induisent una Inhibition de 

5 croissance de formes sanguines en presence de monocytes <ADCI). Aussi bien 
les antlcorps antl-RO que lea antl-R2 semblent etre impliques dans ce 
mecanisme. mais les anti-RO sont plus efficaces (Theisen et al., 1998), en 
particulier ceux diriges centre P3, un peptide contenu dans la sequence de R0 
(Theisen et al., 2000). Notre travail a confirms la presence de GLURP aux stades 

10 sporozolte et hepatique et lantlgenlclte de la molecule a ces stades. et nous 
avons pu apporter des informations supplfimentaires concernant I'antlgenlclte de 
GLURP dans les stades pre-erythrocytaires de Plasmodium falciparum car des 
serums d'individus uniquement exposes a ces stades reconnaissent R0. une 
partie de I'antlgene qui ne prasente aucune reactivfte croisee avec d'autres 

1 5 antigenes (Theisen et al.. 2000). 

II est interessant de remarquer que la partie de GLURP sAlectlonnee dans 
cette etude est la partie non-repetitive qui contient au moins 3 epitopes B 
importants definls par des peptides P1. P3. P4 (Theisen et al., 2000), et non pas 
la partie repetitive R2 qui est la partie corrtre laquelte la prevalence an anticorps 

20 est la plus sieves (94 % par rapport a 76%) dans des zones de forte endemie 
(Theisen et al., 1995). Cela pourrait indiquer que cette region de la molecule est 
particulierement expose© au systeme immunitaire de I'hdte lore de la phase pre- 
erythrocytalre du cycle du parasite. 

Des etudes d'individus vivant dans des zones holoenddmlques ont montre 

25 qu'en fonctlon de rage. I'apparltbn de reponses anti-RO et anti-R2 semble etre 
slmilaire. Toutefois, il semble y avoir une correlation aussi blen avec 
raugmentation des reponses lgG2 que celles d'lgG3 pour R0. tandis que cette 
correlation n'est vue que pour les reponses lgG3 dirigees contra R2 (Oeuvray et 
al.. 2000). 

30 Peu de speculations sur la fonction de GLURP ont aboutl. Nous avons 

demlerement effectue une recherche par des moyens blo-lnformatiques 
d'homologle de struetures/de domaines evec d'autres proteinea. Cette recherche 
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a r£sult6 en la detection d'un trait commun entre la region RO de GLURP, EBA- 
175 fit le Tanabln, une protdine, qui sembte dtre impllquie dans la generation de 
muscles, idenWiee dans le Xenope (un crapaud exotique) (figure 4.1). 

Des proteines homofogues de GLURP ont ete identifies dans P. knowfesi 
5 et P, raichenowi (des parasites de primates dont le dernier est 6volutivement 
proche de P. falciparum), Notre travail n'a detecte aucune rfeactivite croisee avec 
des sporozoites de plasmodies murines, malgrt la presence des repetitions 
riches en glutamate, (Wiser et al., 1997). II se peut cependant que des prolines 
homologues existerit a d'autres stades de ce$ parasites mais elles n'ont pas ete 
10 trouvees. De nouvellea donnees vont pouvolr etre obtenues par analyse du 
g6nome de P yoe///dont le $equen$age a ete recemment entame. 

Parml les trols clones DG438, DG680 et DG1095, le clone DG438/GLURP 
serait le plus interessant a exploiter, pour la caracterisation de rimmunitt qu'il 
Indult aux stades pre-6rythrocytalree. 

15 

6,0 Exemole 3 

Contribution a la caract4rieaton d'un candidal vaccin le DG571 

En plus de ('analyse des 8 clones sefectionn6s au depart, ddcrits dans les 
autres chapitres. les presents Inventeure ont analyser du clone DG571 dont la 

20 proteine recombinante est tr£s antigdnique et Immunogenlque. 

Au 3ein de notre laboratoine, le DG571 est actueltement considere comme 
le deuxldme candidat vaccin des stades pr6-6rythrocytaires, LSA-3 dtant la 
molecule principale (Daubersies et al., 2000). 

InWalement, DG571, comportant un insert de 399 pb a 6t6 6carte en ralson 

25 de la forte homologle (87%) avec la sequence de Tantig6ne Pf 1 1 .1 {Scherf et al., 
1988), une proteine presente dans le gametocyte et jouant un rOle dans la 
rupture de I'drythrocyte infect* et Emergence du gamSte. La sequence de 
DG571 est constitute de 15 repetitions de 9 acides amines riches sn glutamate, 
isoleucine et valine, et par cela a beaucoup d'homologles avec d'autres 

30 molecules de P. falciparum telles que le GLURP (dans la region R2) (Borre et al., 
1991), le LSA3 (dans la partie repetitive) (Daubersies et al., 2000), I'antig6ne 
PT332 (Mattel and Scherf, 1992), et le RESA (Mattel et aL, 1989). 
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Cependant, des experiences pr6liminaire$ d 'Immunisation de souris et 
directions d'epreuve par P. yoelii effectives par Karlma Brahimi ont donne des 
rAsuftats trds prometteurs. Les presents inventeure ont done travaille £ computer 
la caracterisation de cette molecule en colaboration avec Karima Brahimi, Blanca 
5 Liliana Perlaza et d'autres collogues dans le laboratoire de la Demanderesse. 
Dans le repertoire « PM », DG571 faisait partle d'un groupe de clones classes 
par reactivite croisee du double point de vue (antig6nique et ADN) (tableaux 5.1 
et 5.2). Les presents inventeurs ont tente d'etabllr si tous ces clones faisaient 
partie du meme g&ne, et si DG571 correspondait au Pf1 1 .1, et lis ont contribue a 
10 revaluation de son potential vaccinal dans le module P. yoelii 

5.1. Identification des sequences des clones appartenant A la famllie 571. 

5-1-1. H9m9loqi?^$^p^? 

Pour chaque fragment, environ 100 pb de chaque extr6mit6 ont 6te 

15 sequences et I'homologie recherchee sur les bases de donnees. Les resultats 
sont resumes dans le tableau 5.3 et la figure 5.1. Deux des phages (322 et 263) 
se sont averes contenir deux fragments differents en faille, dont seulement les 2 
inserts issus du DG263 ont pu 6tre Isolds. Deux des phages (DG43 et DG88) se 
sont av6r£s £tre identiques en sequence, et appartenir a la partie 5 r du g6ne 

20 codant pour PflH. La sequence complete du gene de Pf1l.1 n'est pas encore 
diBponible, et de ce fait ce gene est presente en 5 parties (part dans le tableau 
5.3) comme repr6sent6 aussi dans la figure 5.1 reprdsentant le g6ne et la 
localisation des clones qui ont una homologle des regions de oe gene. 

Au total, sur les 12 clones s6quenc6s, 7 ont des homologies eignlficatives 

25 (> 60 % en acldes amines) avec des regions differentes du g£ne oodant pour 
Pf11.1, tandis qu'un done fait partie du QLURP et les 4 autres contiennent des 
nombreuses sequences repetitives du genome de P. falciparum. La diversity de 
Torigine des clones identifies confirme les suggestions que les repetitions glu-glu 
riches font partie d'un epitope cross-rtactif. (Anders, 1986; Matte! et al. r 1089; 

30 Scherf et aL, 1992b). Ces r6sultats soulignent les risques d'analyses oCj I'unlque 
critere utilise est la reactivite croisee immunologique. 
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5.1.2. Aooartenanca da DGS71 an Pfl 1 i 

A la lumtere des resultats obtenus ci-daasus, nous avons voulu etablir 
experimentalement I'appartenance da DG571 au Pfl 1.1. Nous avons utilise 
l"ADN des souches T9.96, 3D7 at C9 qui contlennent la gene codant pour Pf1 1.1, 
5 et du clone C9H12 oil le gene est naturellement partiellement delete du gene 
(Soherf et al.. 1992a) et nous avons effeciue des PCRs avec des amorces 
specifiques pour DG571 avec ces ADNs. 

Ainsi, nous avons pu conflrmer qu'aucun produh amplifie ne soit detecte 
dans le clone C9H12. tandis que I'amplification avec I'ADN des autres souches 
10 (aussi la C9) donne un prodult de la taiile attendue. Ces resultats concordant 
avec ceux observes pour la presence du gene codant pour Pf1 1 . 1 dans ces 
souches. 

5.2. Expression de stade de DG571/PH1.1 

16 Par IFI. lee presents inventeurs ont etudie la presence de I'antigene dans 

les stades sporozortes at sangulns asexues de P. falciparum ainsi que sur des 
sporozortes de P. yoelll, a I'alde de serums issue d'animaux immunises avec le 
recombinant Hisa-571 ou avec la construction V1571, et des anticorps humains 
immunopurifies sur le recombinant issus de serums d'lndivldus hyperimmuns 

20 (tableau 5.4). 

Les resultats obtenus en IFI avec des anticorps humains speclflques du 
Hise-571 ou avec des serums de souris sont identiques a ceux observes avec 
des anticorps humains immunopurifies sur la proteins de fusion p-gal-571. 
Cependant. nous avons observe un marquage des stades sangulns, qui est fort 

25 probablement dO a la reacthrite croisee avec les autres proteines glu-glu riches 
telles que GLURP, car il a ete demontre que le Pf 11.1 est absent dans ces 
stades (Scherf et al., 1992a). Ce marquage a aussi ete observe avec des 
anticorps humains specifiques du p-gal DG43 qui fait panle de lextremrte N- 
terminale de Pfl 1.1. Cette experience seule n'a pas pu conclure a la presence ou 

30 a I'absence de DG571 aux stades sporozortes. Cependant. un marquage 
Identlque aux stades sporozoites. hepatiques et gametocytos, mais pas aux 
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stadeserythrDcytairaa asexues a aussi 616 detecte par des antlcorps speclflque* 
du peptide p9B (voir ci-dessous). 

La detection d'un produit de transaiption par RT-PCR pourrait nous 
confirrner la presence de DG571 dans le sporazoite. Cependant, cetta 
5 experience n'a pas ete possible a cause d'une contamination en ADN dans les 
preparations d'ARN de sporozoTtes. 

5.3. Caracteristiquss immunologlques 

5.3.1. Antigenicity 

10 Afin de comparer les proteines recombinantes a notre dlsposHion. d'une 

part le Hiss-571 at d'autre part le pGEX-571 ainsi que deux peptides, le 
convertope contenant des repetitions <r degeneiees » de repetitions trouvees 
dans la sequence de DG571. et le peptide P9B (PEELVEEVI) issu de sequences 
repetitives de Pf 11.1, les presents inventeurs ont te6te la reacth/ite de 2 serums 

15 provenant d'lndlvldue hyperimmuns (figure 5.2). Le niveau de reponse est le 
meme pour tous les polypeptides utilises mis a part une plus forte reactivite 
centre le pGEX.671, qui est probablement due a des reponses nornspecifiques 
contre la partie GST. 



20 R6actfvft6 des s6rum$ de missionnalres et ISS envers 11-1 et 571. 

Les reponses humorales de pereonnes n'ayant ete exposees qu'aux 
stades pre^rythrocytaires ont eta etudiees d'une part avec des serums « PM » 
(sujets traites a la chloroqulne), et d'autre part avec ceux de personnes ayant ete 
immunisees avec des sporozoiles Irradies de P. falciparum. 

25 Ces resultate, (figure 5.3) montre que HiSe-571 est reconnu aussi bien par le 
serum d' Indivldus naturellement exposes, que ceux immunises par sporozoltes 
irradies. L'effet de « boost » ne peut expliquer ce phenomene, car la 
reconnaissance dee serums des individus immunises n'augmente pas en fonctlon 
du nombre d'immunisatlons (non-montre). 

30 
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5.3.2. immunogenic^ 

| Les ^sultats obtenus par Karima Brahimi dans la sourls avec le pGEX57l 

ont montre rimportance pour I'immunogenicite da la sequence integrate de 
I'antigene, par rapport aux peptides. De plus, elle a eu des indications que 
5 I'immunite induite sort protectrice (observations non publles). Afln d'evaluer 
d'autres moyens de presentation de la molecule, sous forme d'AON nu. des 
souris (8 pour chaque formulation) ont ete immunisees avec les constructions le 
PNAK671 et le VI571 (DQ571 clone dans le vecteur Vical VR1020). Les etudes 
de reponses cellulalres ont ete entreprlses avec I'aide de Jean Pierre Sauzet et 
10 Nicolas Puchot, 

La reponse humorale des souris immunisees avec pNAK571 est 
indetectable, tandis qu'elle est presents chez les animaux immunises avec Vi571. 
8 souris ont ete spienectomisees et les cellules des rates isolees pour I'etude des 
raponsas cellulalres. Malheureusement, nous avons eu un probleme de reponses 
15 non-specifiques dans I'analyse des reponses cellulalres anti-VI571. Ce 
phenomena etalt probablemeni du a la presence de LPS. auxquels les cellules 
de souris sort trda sensibles, dans Is <t batch » d'antigenes utilise pour I'analyss 
des reponses cellulaires. 

Les reponses cellulaires obtenues avec les souris immunisees avec I'ADN 
20 (pNAK571) ont ete evaluees par la stimulation de proliferation de lymphocytes T 
at de secretion d'IFN-y (tableau 5.5). Comme ce qui a ate observe pour le DG438 
(chapitre 4), jl n'y a pas de correlation entre les reponses proliferatrices et les 
secretions d'IFN-y. Apres la 5*"" immunisation, les reponses immunes detectees 
ont ete etre mohs fortes qu'apres la 3* m8 et avec un bruit de fond considerable 
25 (non montres). 

5.3.3. Evaluation du p otential orotecteur de DG571 

Suite aux immunisations avec les constructions AON, nous avons effectue 
una infection d'spreuve avec des sporozottes de P. yoe/// des memes souris qui 
30 ont ete spienectomisees, et I'apparition de la parasit6mie sanguine a ete suivie 
par analyse defrottis 6anguins (figure 5.4a). 
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Nous avons observe un delai d'apparfflon de parasites sangulns dun jour 
dan B las souris immunises avec pNAK571, puis una evolution de la parasitemia 
similaire a celle observes pour las temolne infectes slmultanement. L'infection 
des souris immunises avec le V1571 n'a montre aucun© protection contre 
5 l'infection parasltaire (figure 5.4b), la oourbe de parasitemia des anlmaux 
immunises etant identique a cells des animaux naTfc. 

La dlsponibilrte d'un modele primate, VAotua, reeeptif a l'infection par des 
sporozoftes de P. falciparum (Collins et al„ 1996) nous a permis d'evaluer la role 
protecteurde I'antigene DG571 dans P. falciparum. 
10 L'antigene Jmmunlsant a 6te (e pGEX571. car lea etudes des nouvelles 

formulations ADN n'ont pas demontre la merne efflcaclte chez la souris. 
La souche Santa Lucia de P. falciparum a ete adaptee au models Aotus par 
pJusieurs passages successifs prlmates-Anop/ietea (Blanca Liliana Perlaza, 
these;. Afin de nous assurer que le gene etait present dans le parasite, nous 
15 avons eonflrme la presence de la sequence correspondent a DG571 , par PCR. 

Le travail d'immunisation et d'lnfectlon d'epreuve a deja ete decrit en detail 
dans la these de Bianca Liliana Periaza. L'immuniBation suivie par une infection 
avec des sporozoltes a monue un delai d'apparftlon significatif (30 jours) de la 
parasitemia chez les singes immunises en comparison avec des singes sort 
20 immunises avec la proteine GST toute seule ou n 'ayant pas ete immunises. 

5.4 Discussion 

La famille DG571 illustre les dlfficultes rencontrees a cause des reaclh/rtes 
croisees entre des proteines de P. falciparum. 5/12 des clones cross-reactifs 

25 sequences de la famille DG571 n'appartiennent pas a la meme molecule. Par 
analyse du genome, nous n'avons pas pu etabllr si la sequence de DG571 
appartenait au g6ne codant pour PM1.1, puisque le locus sltue sur le 
cshromosome 10 n'a pas 6t* entierement sequence ; ee problem© a aussi entrav6 
d'autres etudes sur PH1.1 (Petersen et al.. 1990; Scherf et ai., 1992a). 

30 L'homologle de DG571 avec des regions connue9 de PT11.1 est grande (87 % 
d'identita au niveau nucteotidique, mais seulement 55 % au niveau proteique) ; II 
est fort probable qu'il appartient a ce gene. De plus. I'absenee aimultanee de 
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Pfl 1.1 et DG571 dans les souches parasitaires Audits indique une 
appartenance commune. D'allleuis, la difference observes dans les repetitions 
(tableau 5.3) entre DG571 (T9.96) et Pf11.l (Palo Alto) pourrait etre due 
uniquement au fait que les deux sequences sent issues de deux souches 
parasitalres differentes. II serait de ce fait int6ressant d'etudier de plus pres la 
conservation et/ou de sequence de DG571 dans des souches differentes. 

Au niveau proteique, la caracterlsation a aussl ete problematiqua d'une 
part a cause de la tallle inconnue de la proteine native et d'autre part a cause de 
la reactrvlte croisee avec d'autres antigenes. Malgre la grande homologle entre 
DG571 et la partie connue de Pfl 1.1 , una protection contre rinfection par P. yoelli 
n*a ete observee que pour des souris immunisees avec DG571 et non par une 
proteine recomblnante plus tongue represented la partie N-termlnale de Pf11.l 
(Scherf et al., 1988) comprenant, alls aussl. des repetitions de 9 acides amines 
(Karima Brahiml, observations non publiees). Ceci peut Stre dO soit a la nature 
des repetitions qui ne sont pas tout a fait les memos dans les deux parties de la 
molecule, soit a la difference de longueur, qui peut etre optimale pour le 
recombinant DG571 

Les resultats immunologiques obtenus sont tres Interessants car ils 
demontrent le potential protecteur. meme si la protection n'est que partiefle. II est 

20 possible Dependant que la protection observes soit due a des reactivites crorsees 
avec d'autres molecules de P. falciparum, par example, une reactivrte croisee a 
ete detectee entre le OG571 et te DG729 (Indus dans L8A3). A present, nous ne 
savons pas si les reponses immunes efficaces sont dues a I'un d'eux seulement, 
a la reponse induite par les deux ou a d'autres reactivites croisees avec des 

25 molecules de P. falciparum. 

41 DISCUSSION GENFRAI F 

Les exemples decrits ci-dessus s'inscrlvent dans le cadre de retude des 
antigenes des stades pre-erythrocytaires de Plasmodium falciparum un des 
30 agents du paludisme. Historiquement. Investigation de ces stades a ete 
negligee. Le sporozo'fte, la forme infectieuse inject** par le mouslique. n'a ete 
decritque 18 ans (1898) aprds la description du parasite sanguln. et ce rt'est que 
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50 ans plus tard (1948) que la cellule cible des sporozoTtes, I'hepatocyte, a ete 
decouverte. Au cours de son cycle, le parasite eat confront* a des 
environnements tres divers, dans lesquels II utilise des modes de reproduction, 
adopte des morphologies et des metabolismes, distinct*, Son adaptation a ces 
environnements se tradurt par I'expression d'un repertoire speclfique de genes a 
chaque stade. Les genes exprlmes sont tantflt des constituants essentials a la 
survie du parasite comme les « genes de menage ». tantot des antigenee qui 
sont les uns specifiques de stade (Guerin-Marchand et al.. 1987; Nussenzweig et 
al., 1972; Waters et al., 1989) les autrea presents a plusieurs atades (Ooswami et 
al.. 1997; Sanchez et al., 1994). Le developpement d un vaccin ayant ate et 
restant un objectif majeur de recherche sur le paludisme, c'est la fonctlon 
antigenique des proteines plasmodiales qui a ete le crlt*re premier pour les 
identifier (Anders et al., 198B). Les stades erythrocytaires etant de loin les plus 
accessibles. ce sont les proteines de ces stades qui ont ete initialement 
15 caracterisees et qui ont fait I'objet des etudes les plus extensives. 

Paradoxalement, blen que le sporozoTte Irradie sort ie seul stade qui 
Jndufee des reponses pratectrices sterilisantes (Clyde, 1875; McCarthy and 
Clyde, 1977), tres peu d'antigenes des stades pre-erythrocytaires et 
partlcullerement de stade hepatique ont ete identifies, voire recherehes. Certes, 
une raison simple est que ces Stades sont d'un acces particullerement difficile, 
mals surtout il a longtemps ate consider* que seule la proteine CS, premiere a 
etre Identifiee a la surface du sportwoTte. etait le seul antigen© responsable de 
cette Immunite (Nussenzweig and Nussenzweig, 1989). Toutefols. les 
nombreuses tentatives d'immunlsatlon basees sur la proteine CS n'ont pas 
25 permis d'indulre chez I'homme une protection sterilisante aussi efflcace que cells 
induite par ("immunisation par des sporozolte6 Irradies (Nardin and Zavala, 1998). 
L'observation, faite dans notre laboratoire, que des serums humalns Immuns 
depletes en anticorps anti-CS reaglssalent erujore fortement avec la surface des 
sporozoltes de P. falciparum (Galey et al., 1990) a indique que de nombreuses 
autres proteines etalent presentes et qu'alles 6taient antigeniques. De plus, la 
demonstration que la presence de formes hepatiques bloquees dans leur 
developpement etait indispensable a I'lnduction d'une protection sterilisante par 
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les sporozoTtee irradies (Mellouk et al., 1990; Scheller and Azad, 1995), a rendu 
neoossalre identification des antigenes exprimAs a ces stades. 

Par un moyen de criblage astucieux, developp* dana notre laboratoire, 
clblant speclflquement des antigenes reconnus par des serums d'individus 
exposes uniquement aux stades pre-erythrocytaires, un repertoire de 120 clones, 
la selection PM. issu d'une banque genomique depression de P. falciparum, a 
eta obtenu (Marchand and Druilhe, 1990). Pour partial qu'il sort, II est a noter que 
ce criblage avait I'avantage d'etre base sur les reponses induites chez I'hAto 
naturel et non sur des reponses induites dans des modeles animaux artificiels. 

Alora que pendant pr*s de 20 ans la prateine CS a Ate la seule molecule 
attribute aux stades pne-erythrocytaires et etudiee, aujourd'hui pres de 16 
antigAnes de stades pre-erythrocytaires sont caracterises (Druilhe et al., 1998). 
Douze sont issus de la selection PM, et 7 d'entre eux ont eta identifies au cours 
de cette th&se. 

1 5 Les quatre premiers antigenes identifies dans le repertoire PM ont apporte 

des Informations qui nous ont servl dans la selection de nouveaux antigenes a 
Atudier. lis presenter* des caractAristiques dfverses, mals tous sont exprimAs au 
stade hepatique. LSA-1 a ete le premier antigens a etre identlfIA apres la CS 
(GuArfivMarehand et al.. 1987). Sa principle particularite consiste en son 

20 expression strictement limitee au stade hepatique. SALSA, STARP et LSA-3 ont 
ate saiectfonnes a cause de leur abondante expression a la surface du 
sporozorte (Bottius etal., 1996; Fidoeketal., 1994a). La presence du deuxiAme a 
la surface du sporozoTte semble jouer un role biologtque, car des anticorpa 
specifiques antl-STARP inhibent I'lnvaelon de sporozoites de P. falciparum dans 

25 des hApatocytes humaina (Pasquetto et al., 1997). SALSA est le seul des 4 
antigenes qui ne contient pas de region repetitive. II presente une caractAristique 
controversy, car une partle de la protelne est homologue a un antlgAne du stade 
sanguin. le MSP-4 (Marshall et al., 1997). Cependant, il existe une diffArenca de 
tallle des proteines dans les sporozoVtes et les stades Arythrocytaires. oe qui 

30 pourrait oorrespondre a un epissage drfferentiel selon le stade, ce qui reste a 
demontrer. Le LSA3, le dernier des 4 antigAnes A etre IdentifiA, est I'unlque 
antigAne reconnu dlfTArentiellement par des serums de volontaires ou de 
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ehinpan?e$ proteges par Hmmunisation avec des sporozoTtes irradies. De plus, II 
est le soul a avoir pu induire una protection sterilisante chez plusieure primates 
infectes par P. falciparum (Daubersies et al., 2000). 

Lb but de ces travaux etait d'approfendlr notre connaissance du repertoire 
5 des antigenes pre-erythrocytaires et de las earaeteriser au plan moleeulalre et 
immunologique. Sur las 120 clones. 26 avaient ete attribues aux 4 premiere 
antigenes. II restart done 94 clones qui, d'apras la classification effeetuee sur la 
base des reactivites croisees immunotogiques et des hybrtdatlons croisees, 
representeraient approximativement 30 genes. Un choix s'imposait et les 8 
10 clones studies au coure de cette etude ont ete eelectionnte de la faoon la plus 
rationnelle possible, toutefois sur une base d'informatlons extremement 
parcellaires. Par example certains appartlennent a des families de clones cross- 
reactifs (comme pour LSA1 ou LSA3), tandis que d'autres sont representee par 
un seul clone, comme la proteine CS. 
15 Les resultats acquis au cours da ces travaux auront tout d'abord confirm* 

qu'll existe encore un grand nombre d'antigenes exprimes aux stades pre- 
Arythrocytaires qui restent a Identifier. En effet, 7 antlgAnes etaient representes 
dans la selection totale de 8 clones que analyses: 

- Trois etaient deja connus aux stades arythrocytaires. L'un d'eux represented 
20 GLURP (DG438) (Borre et al., 1991 ), conflrmant ainsi sa presence aux stades 

pre-erythrocytaires et demontrant son antig6nicit6 & ces stades, Les deux 
autres (PfEMP3 et EBA-175) avatent 6t6 I'objet d'etudes anterieures, mais 
leur expression & ces stades n'avait jamais 6t6 Atudfee. 

- Quatre sont des gdnes nouveaux (DG747, DG772, DG880 et DG1095-2) dont 
25 ('expression aux stades pr6-6rythrocytalres a 6t6 d*montr6e pour la premiere 

fois au cours de cette etude. 

Ainsl, ['expression de 6 des 7 gdnes au niveau du sporozoite et/ou des 
stades hepatiques a ici ete dernontrSe pour la premiere fola. A la difference des 4 
premiers gdnes, lis se sont tous averts 6tre aussi exprimes aussi aux stades 
erythrooytaires asexues. Enfin. en collaboration avec d'autres colldgues du 
laboratoire, les presents Inventeurs ont aussi contribu6 d la caracterlsatlon d'un 
antiacne hautement repetitif. DG571 (apparente au PI11.1) qui a un int±r*t 
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evident pulsqu'il Indult une protection chez la souris contra un challenge par P. 
yoeliiet chez le primate par P. falciparum. 

Notons que les indications initiates qui attribuaient ces 8 antlgftnes aux 
stades pre-erythrocytaires ont ate plelnement confirmees par les etudes plus 
detailtees que nous avons realisees. 



Repertoire d'antigenes pre-erythrocytaires 

Sur les 12 antigenes caracterises a partir da la selection PM, les 7 
nouveaux antigenes sont partages entre las stades pre-erythrocytaires at 
10 erythrocytalres. Les etudes preliminaires (hybridation, reactivites croisees 
immunologiques, entreprlses sur les 79 clones restarts) suggeraient qu'un 
maximum de 30 genes different* correspondiBsent aux 120 clones. Or. 3 des 7 
antigenes avaient deja ete caracterises aux stades erythrocytalres. Avec un 
nombre estime de 7000 genes dans le g6nome de P. falciparum, (Chakrabarti et 
15 al., 19g4) (environ 26 megabases) les chances de retrouver Tun das quelque 50 
genes dAja connus (princlpalement de stade erythrocytaire) etaient a priori 
faibles. On aurart dQ s'attendre & un plus grand nombre d'antigAnes nouveaux et 
pour la plupart specifiques des stades pre-erythroc/taires. 

Plusieurs facteurs pourratent expliquer pourquoi il n'en a pas ete ainsi : 
20 II se pourrait que le nombre d'antigenes presents aux stades pre-erythrocytaires 
solt restraint (molndre que celui exprime aux slades sanguins). Toutefois, las 
parasites ont a ces stades une tallle, un degre de complexrte au moins egal. des 
foncbons complexes a assurer, ce qui rend cette hypothese peu vraisemblable. 
D'allleure en Western blots d'extraits de sporozeites on detecte un grand nombre 
25 d'antigenes. 

Les defenses immunrtaires contre le stade hepatique seraient surtout de 
type cellulate. La strategic de double criblage par anticorpe pourrait avoir biaise 
la selection. Cependant. les prolines etudiees jusqu'a present eomportent aussi 
blen des epitopes pour les cellules B que pour les cellules T, et les Western Blots 
30 mentionn6s ci-dessus mettent blen en Evidence des reponses humorales. 

II est possible qu'un grand nombre de protelnes des stades pre-erythrocytaires 
sort peu antlg6nlques. Cette hypolheee est assurement contredite par les etudes 
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meneea en zone dendemie. qui montrent une prevalence 4 levee et des taux 
eleves de reponaes B, Th, CTL contra les antlgenes caracterlses, c'est a dire une 
antigeniclt* tree 6tev6e. II demeure possible que certains antigSnes ninduisent 
qu'une reponse locale. 

Plusieurs des prolines exprlmeee au stade hepatique pourraient itre plus 
difficilement acceaaibles au systems immunitaire qua cellos de stade sanguin. II 
est evident que le nombre de sporozottes, et aurtout de formes hepatiques vues 
par le aysteme Immunitaire (10 par infection, et seulement pendant quelquas 
joure), eat insignlflant par rapport a celui des formes erythrocytaires (>10 11 de 
facon chronlque). Dans ces conditions les molecules de stades pre- 
6rythrocytairea pourraient etre en partie « cachees », au systems immunitaire. 

Le nombre total de genes da P. falciparum predlts par moyens blo- 
informatlques pourrait etre aureatime. Cela a ete le cas pour le genome humain: 
environ 30.000 au lisu de 140.000 genes. Sulvant une surestimation du meme 
15 ordre, le genome de P. falciparum pourrait ne contenir que1500 genes, voire 
moins. De plus. I'annotation du genome de P. falciparum demeure incertaine. car 
la structure de ('unite codante est encore peu connue (pramoteur. introns. axons). 
O'ailleure. I'existence de genes « atypiques », qui n'avaienl pas ate attribues par 
le projet genoma, a deja eta decrite par d'auties approchea (Watanabe et al.. 
2001). Cependant, un faible nombre de genes n'lmpllque pas que le parasite soit 
moins complexe car d'autnes mecanisme*. comme des epissages alternate ou 
des changements de cadre de lecture augmentent vraisemblablement la diverelte 
fonctionnelle d'un mSme gene (Blschoff et al.. 2000). 

Lea raisons evoqu6es cl-deaaus ne sont pas mutuellement excluslvee et la 
25 limitation du nombre d'antigenes differents presents aux stades pre- 
Arythrocytaires peut etre due a une combinaiaon de ces divers facteurs. Quoiqu'il 
en soit. notre strategie de selection aura eu le merite d'accrettre 
consldArabtement le repertoire des antigenes connus comme exprimes aux 
stades pre-eryttirocytaires. Notons aussl qu'un des antigenes nouveau. le 
DG747. n'avait pas encore ete dttecte par tea nombreuses analyses du 
repertoire de genes exprimes au stade erythrocytalre. Ceci rappelle qu'aucun 
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mcyen de criblage n'est totalement efficace, et qu'il est utile de variar les 
strategies afln d'obtenir dea donn6es compldmentalres. 

U epfeifidtf de stade peut ramettre en question la fonction de certains 
5 antigenes 

En dehors, da leur nature antigdnique, la fonotion des diverses nouvelles 
proteines de Plasmodium aux stades pr6-*rythrocytaires demeure, comma pour 
la presque totality des antigdnes des autres stades, encore largement inconnue. 
On presume souvent que peu d'antigAnes sont partages entre les differents 
10 stades. Notre 6tude a clairement dimontrd, qu'une revaluation de cette 
conception serait necessaire, car des antigenes comma GLURP, DG571, 
PfEMP3 et EBA-17S, tous trouvds au stade sanguln asexu§ sont aussi exprimes 
aux stades pr^rythrocytaires. La presence en surface du sporozorte des 8 
antlgdnes dtudtes au coure de cette 6tude en fait au moins des cibles potentiates 
15 d'action des anticorps. Ceci a pu Sire d6montr6 pour deux d'entre eux (PfEMP3 
et DG571), les autres n'ayant encore pu Stre Studies. Leur presence au stade 
hdpatlque et I'existence de r$ponse$ T IFN-y ♦ trouvees pour que!ques-uns en 
fait des cibles de m6canismes de ddfenee majeure contre ce stade. 
L'identification de ces protdlnes au niveau du sporozoite, suggAre un role des de 
20 ces antig§nes dans Interaction parasite/hote a d'autres stades du cycle 
parasrtaire chez Phflte verttbr*. Dans ce contexts, les observations les plus 
fascinantas concerned la d6monstration que des antigenes PfEMP3 et EBA-175 : 
qui sont connus pour leurs interactions avec la membrane du globule rouge, sont 
retrouv6s exprim6s en surface du sporozofte. Ces observations ne laissent pas 
26 de surprendre, car if y a en principe peu de molecules communes d la surface du 
globule rouge et de I'h6patocyte. II est Evident qu'il faut prac6d$r £ une 
devaluation de leur fonction (cyto-adherenoe et invasion, respectivement). 

Le PfEMP3, present dans les structures nodulafres specifiques du stade 
6rythrocytaire (<t knob-like protrusions »), semble nGanmoins avoir aussi un r6le 
30 biologique different dans les stades sporozoites, puisque des anticorps naturels 
diriges contre cette molecule inhibent Tinvasion de I'hepatocyte in vitro et in vivo. 
Le PfEMP3 pourraft afnsi avoir une fonction double. II a +t6 sugcjAr* que PfEMP3 
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serait un transporteur da PfEMPI (Waterkeyn et al., 2000), una proteins 
intervenarrt dans la cyto-adherenoe des stades erythrocytaires (Newbold et al., 
1997). Ce role da transporteur d'une molecule semblable a PfEMPI, ou autre, 
, reste a etudier aux stades pre-erythrocytalres, aussi bten stir la sporozorte que 
5 dans le stade hepatique, par exemple a I'aide des parasites dAtetes 
spedfiquement du gene codant. Le fait que nous avons trouve des reponses 
immunee drfferentes pour les parlies N-tarm et C-term de PfEMP3 pourrait 
indiquer des fonctlons distinctes de ces deux parties en fonction du cycle 
parasitaire. 

10 L'antlgene EBA-175 (DG249), qui n'avait eta impllque que dans I'invasion 

du globule rouge par le merozoTte sanguln, se trouve aussi a la surface du 
sporozorte. Sachantque des merozoltes peuvent envahlr les globules rouge6 par 
un mecanteme alternatif oil l'EBA-176 n'est pas implique (Okoyeh et al., 1999) et 
qu'aucun parasite naturellement delete du gene codant pour EBA-176 n'a pu etre 
15 trouve jusqu'a present, on pourrait specular que ceci est du a un role essentiel 
d'EBA-175 au niveau de I'invasion par le sporozolte. II est a present nAcessaire 
d'etudier w l'EBA-175 intervient dans I'invasion de IhApatocyte ou de la glande 
salivaire du moustique et s'll est present sur I'ookinete, la seule autre forme 
invasive du parasite, line partie da ces etudes est en cours. |l est important de 
20 noter aussi que l'EBA-175 appartient a une famine fonctlonnelle, les Eiythrocyte 
Binding Proteins (EBPs), jusqu'a present uniquement decrite aux stades 
sanguine. Ces proteines sont caractsrlsees par des regions homologues riches 
en cysteines, et leurs gAnee sont structurellement homologues par la presence et 
la position des introns ainsl que par leur taille. II est de ce fait notable qu'un autre 
25 antlgenes partni les 8 clones etudies, le DG772, soit egalement un membre, 
jusqu'a present inconnu. de la famllle des EBPs. et qui n'a pas d'homologles de 
sequences ou de reactivites croisees avec DG249. 

Nous avons dAmontrA que plusieurs membrea d'une famille de proteines 
cross-reactives (riches en glu-glu) sont exprimAs aux drffArents stades. Ainsi la 
30 « famllle » DG571 s'est av&rAe constitute d'antlgenes differents. mais contenant 
tous un motif riche en glu-glu. Ces antigenes sont representee, entre autres, par 
les regions repetftives de PfH.1 et GLURP. La reactivity croisAe «u stade 
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sanguin entre plusieurs ds ces antigenes a deja ete decrite pour RESA, Ag332. 
GLURP et Pf11.1 (Anders, 1986; Hegh et al., 1993; Scherf et al., 1988) mais peu 
d'analyses ont et6 effectuees sur leur expres$jon aux stades pre-erythrocytaires. 
Notre etude a confinme la presence de GLURP aux stades pre-erylhroeytaires. 
5 car nous avons identifl* plusieurs regions de cet antigene dans la selection 
« PM ». II est par allteurs a noter que I'un des 8 clones 6tudi6e (DG438) 
correspond a une region non cross-reactive de GLURP (RO) clble de 
mecanismes de defense contre les stades erythrocytaires, actuellement en phase 
clinique de d6veloppement vaccinal. De la meme facon. nous avons d6montr* 

10 que DG571 est au$$i exprim6 aux stades pre-erythrocytaires. Ces observations, 
dans le contexte de la selection d'antigAnes par des anticorps specifiques de 
stade pre-erythrocytaire, indiquent que cob deux molecules sont antigeniques 
lorsqu'elles sont presentees par le stade sporozoKte et/ou h6patlque. Elles 
S'ajoutent a I'autre antigene des stades pre-erythrocytaires contenant des 

1 5 repetitions riches en glu-glu, LSA3. 

Antigenicite et Immunogenic^ 

Dans I'objectlf de la caracterisation immunologique et pour permettre una 
premiere evaluation d'un candidal vaccln potential, nous avons etudie 

20 rantigenicite et I'lmmunogenlcite aux stades pre-6rythrocytalres et 
erythrocytaires. Pour eed, trols caracteristiques devafent etre etablies 1) la 
reconnaissance de ces pfoteines aux stades pre-eiythrocytalres par le systeme 
immunitaire 2) la prevalence de reponses Induites 3) revaluation du potential 
protecteur de ces reponses. 

2S ^Identification des proteines par les anticorps de I'individu expose aux 

seuls stades pre-erythrocytaires etait una premiere indication de leur antigenicite 
a ces stades. De plus, ('observation que des serums d'individus Immunises avec 
les sporozoites Irradles, qui par ailleurs reconnalssent tres peu de molecules de 
P. falciparum, reconnalssent aussi ces antigdnes, confirme cette antigenicite. 

30 Des etudes sur LSA-3, un antigene ayant un potentiel vaccinal, ont permis 

de developper de nouveaux criteres de selection de candldats vaccins. Par 
I'etude comparative de chimpanzAs ou d'individus immunises par des sporozoites 
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irradies a doss optimala (protecteure) ou a dose Idtale (non-protecteurs) et par 
rimmunlsatlon avec LSA3, il a ete observe que I'induction de lymphocytes CD4+ 
secretant de I'fFN-Y constltue un marqueur sinon le me can ism e lui-mems de la 
protection. II est de ce fait Important de noter que nous avons detecte une 
5 secretion d'IFN-y substantiate en reponse aux antigenes DG249, DG680, DG747 
et DG772 chez dee chimpanzee immun|ae$ par sporozoites Irradies, et aux 
antigenes DG747 et DG772 chez des humains Immunises par la meme mAthode. 
De plus le profil de reponse dlfferalt en fonctlon de I'etat de protection lors d'une 
infection d'epreuve, de facon tout a fait semblable a ce qui avait ete observe pour 
10 LSA3. Ces observations contrastent avec le faible nombre d'antigenes reactlfs 
chez ces indlvldus, ainsi 8 peptides derives de SALSA, STARP, LSA1 etaient 
negatife. De ce fait, les resultats obtenus soullgnent tres fortement Nnttret de ces 
deux antigenes nouveau*. 

Ce mftme marqueur est retrouv* chez des souris Immunisees avec 
15 LSA3 (en raison d'une reactivite croisee avec une proteins homologue sur les 
sporozones de P. yoelii PyLSA3 ; Karima Brahlml, sous preese). challenges par 
des sporozoftes de P. yoelii et protegees (Sauzet et al., 2001). 

L'existence d'une reactivite croisee entre certains de nos antigenes de P. 
falciparum et des homologues de P. yoeltl (comme pour LSA3) ont conduit a 
20 i'utilisation de ce modele de laboratoire pour I'etude du potentlel vaccinal de ces 
antigAnes. Des 7 nouveaux antigenes, 5 ont montre une telle reactivite croisee. 
Nous avons done immunise des souris, mals dans aucun cas. nous n'avons pu 
obtenir une protection sterilisante lors d'une infection par des sporozoltes da P. 
yoelii. comme fl a ete observe pour LSA3. Toutefols rien ne prouve que les 
25 epitopes cross-reactifs soient les memes que ceux qui sont les cibles de 
mecanismes de protection. 

D'un point de vue vaccinal, le potentiel d'un antlgene depend aussi de la 
Constance de reconnaissance dans une population immune. Pour un antlgene 
donne, nous avons detecte des prevalences de reponses immunes variables 
30 chez les Indlvldus vlvant en zone d'hyper-endemie et conaideres comme ayant 
d6velopp6 une immunite inddpendante de souche. La variation observde peut 
*tr* du* 4 ('absence du oAne (comme cela pourrait itre le cas pour DG747) ou 
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de son expression (comme detects en IFF pour DG747 et DG680) dans diverses 
souches du parasite. Par ailleurs, le niveau d'immunite peut verier d'un Individu £ 
I'autre et d'un moment a I'autre en fonction de ('exposition et des infections 
recentes. Ces observations renforcent I'importance des centres de Ndiop et 
5 Dielmo au Senegal, ou nous avons eu acces a des individus suivis de facon 
etrolte. Nous avons done pu employer dea criteres plus precis lore de la selection 
des serums utilises pour tee analyses de la prevalence contre EBA-175, DG772 
et DG747. C'est ainsi que nous avons pu montrer une augmentation Importante 
d'une reponse anti-DG747 en fonction de ('exposition, malgre son absence 
10 apparante dans certaines souches etudiees. 

Toutefois, la conservation de DG 747 demands a etre mieux etudiee dans 
la mesure ou les PCR n6gatives ne constituent pas une preuve absolue, surtout 
quand on amplifie des zones repetitive* de longueurs variables. 

1 5 Clbles de I'immun it£ speclfique de etade 

Le concept que I'lmmunite protectrlce contre le paludisme est specifique 
de stade decode de nombreusee observations experimenteles. Tout d'abord 
I'lmmunite induite, qu'elle solt de stade pre-erythrocytaire ou de stade 
erythrocytaire. ne permet pas de protection totale entre les stades (James, 1936). 
20 La seule Immunite stdrilisante a ete indute par des sporozottes Irradles. 
L'immunite naturelle est le resultat d'un equilibre qui s'Aabllt entre note et 
parasite apres des expositions continues et elle n'est pas stSrilisante. On a 
longtemps cru que les cibles de cos Immunites (induites ou naturelles) etaient 
differentes selon le stade, et que l'immunite contre les stades pre-erythrocytaires 
25 n'lntervenait pas dans I'lmmunite naturelle. Cependant, des observations 
recentes laissent penser que ces mecanismes ne sont pas exclusifs, car ces 
donnees indiquent i'existence d'une immunhe naturelle anti-stade pre- 
*rythrocytalre (Druilhe et el., 1 998) qui auraH un role non-negligeable. 

II est a noter que le criblage initial, effectue par la detection de reponses 
30 immunes contre les stades pre-erythrocytaires, a Jusqu'A nontenant idennfie une 
majorite d'antigdnes communs a plusieura stades, et qu'un seul antigens. LSA1, 
est strictement sp*cifique du stade h6patique. L'lmmunlsation avec oe dernier 
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antig&ne n'a.pas permis d'induire jusqua present une protection sterile contra 
une infection avec des sporozortes. Reste a evaluer ('Importance des antigenes 
exprimes a plusieurs stadea du cycle paraeltaire. Sachant qua las reponses 
immunltaires induitee different en foncbon du stade parasrtaire, nous avons 
5 effectue une analyse comparative des reponses immunes specifiques chez des 
individus exposes a divers stades du cycle du parasite (stades pre- 
erythrocytalres ou stades sangulns seulernent, ou las 2 a la fois) contre un 
antigene donne. Nous avons observe que les reponses contre PfEMP3, DG249, 
DG747 et DG772 semblent differer en fonctlon du type deposition au parasite et 
1 D que ces antigenes sont done non seulernent exprimes a plusieurs stades. mais 
aussi cibles da reponses Immunes qualltativement differentes. 

Un antigene ayant aussi des caracteristlques immunologiques differentes 
en fonction des stadea est I'antigene GLURP. U region R0 est dejd cible de 
reponses humorates en zone d'endemie qui sont correlees avec ('acquisition de 
1 5 I'immunlte naturelie (Oeuvray et al., 2000). Ces anticorps sont de plus efflcaces 
dans un test d'inhibition de developpement du parasite sanguin (Theisen et al., 
2000). Curieusement, la memo region est aussi cible de reponses aux stades 
pre-erythrocytaires. II se pourralt que la presence de I'antigene a la surface du 
sporozoTte et au stade hepatique Joue un role dans I'lmmunite acquise. Ceci reste 
20 a verifier par exemple par le test d'inhibition d'invaeion de sporezoites, dans les 
hepatocytes. De plus, une autre parte de GLURP, le R1 contenant une repetition 
riche en glu-glu a ete detectee dans notre selection. Cette region, avec plusieurs 
autres antigenes, pourrait jouer un role dans un reseau cross-reactif entre 
antigenes et entre stades. 

25 

5J PERSPECTIVES 

L'acoes difficile aux stades sporozoTtes et surtout hepatiquee du parasite a 
ete en parte contounte par la strstegie de criblage par des anticorps specifiques 
de stade. La revolution actuelle en blo-informatlque va apporter de nouveaux 
30 otitis qui pourralent contribuer a achever de surmonter ces dlfflcultes. 

Avec I'instauration du Genopola & I'lnstitut Pasteur et la mfee a disposition 
d# VAX tr6s performants pour les sequences, \u prospaction cible© de gftrmes 
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va pouvoir etre Intensifiee. Alnsi. il sera possible de repertory les families 
multigeniquea {atop, var, stevor, rff), les structures de genes partagees et/ou 
spaciflques entre especes plasmodiales, ou avec d'autres organismes. La 
recherche des domaines partagees avec les prolines d'autres protozoalres de la 
famille des apicomplexes ou avec les proteines de I'hote (moustique ou 
mammifere) sera tres utile dans I'analyse des interactions hote-paraaite. 

D'autres moyens technologlques develcppes recemmant corrtrlbuent a 
accelerer la carecterisation des proteines de Plasmodium. La digestion 
proteolytique de proteines parasitaires, analysees par la technique MALDI-TOF 
(matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometry), 
associee a ('utilisation des donnees genomiques. la mise en evidence de 
I'expression differentielle de stades a I'alde de puces a ADN (Mamoun et al., 
2001) sont des outils nouveaux et performants. 

Toutefols lexploitation optimal© des donnees genomiques et proteiques 
brutes ne peut se faire que dans un context© de connaissances biologiques et da 
dlsponlblllte d'oubls fonctlonnels qui sont encore tres limltes. Dans un premier 
lieu, il faudra trouver un moyen d'identifier de nouveaux genes potentiellement 
exprimes aux stades pre-erythrocytaires. puis apporter une preuva irrefutable de 
cette expression. II nous semble qu'un outn essentiel dans lexploitation de (a 
20 sequence du genome de P. falciparum sera precisement ('utilisation des 
informations derivees du repertoire de genes recamment caracterises. Les 17 
genes a present connus (tableau D1) donnent en effet acces aux caraeterlstiques 
specifiques a rexpression de stade (promoteurs -parties regulatrices, 
localisations chromosomiques - subtelomeriques. autres elements extra-genlques 
- UTR, motifs communs -structurels ou repdtitlons). D'autres technologies, telles 
que I'expression par ddbit Sieve (high through-put) pourront contribuer a 
accelerer I'etude fonctionnelle des genes selectionnes. 

Le peu de materiel parasitaire disponible au stade sporozolte, et le 
manque de materiel au stade hepatique. demeurent neanmoins des obstacles 
majeure. Aussi, est-II essentiel que parallelemant a I'exploltation de ces 
techniques des progres soient aussi fait dans le maniement et la production de 
ces stades du cyele de Plasmodium, les seuls eapables d'induire une Immunite 
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sterilisante. De plus, il pourrait exister des failles dans tes banques de donnees 
genomiques exiatantes. Par example, celles-cl ne $ont derivees que d'un clone 
parasitaire (3D7) longuement marntenu dans un laboraloire, alors qu'il existe un 
tres grand polymorph isme d'une souche a I'autre, et des remaniements 
5 chromosomiques (deletions on recomblnalsone (Kemp at al., 1985)) ont 
certainement eu lieu. 

Reste enfin revaluation du potentlel vaccinal. Cette evaluation est difficile 
car on ne connalt pas encore les mecanismes precis de I'lmmunlte 
particulierement aux stades pre-erythrocytaires. Nous aviona en main plusieurs 
10 criteres aidant a cette evaluation, dont la plupart restent encore valables. D'un 
point de vue immunologique ('induction d'immunlte proteetrice par immunisation 
dans des modeles d'animaux, les reponses cbez des sujets naturellement 
exposes et les reponses indurtes par les sujets ou les primates immunisas par les 
sporozoites Irradies ont permis un criblage initial. Au niveau moleculaire, la 
15 presence du gdne et la conservation d'expresslon dans des souches parasitaires 
differentas a aussi ate un critare important. Ainsl dans le cae de LSA-3, la validity 
de oe critere a ete confirmee par la conservation de sequence dans plus de 50 
Isolats. Un critere habftuel d'exclusion d'un antigene est son expression a 
plusieurs stades, en raison de la notion d'immunite specifique de stade, discutee 
20 plus haut En fait, ce critere doit fitre reevalue. En effet, il semble que le probieme 
soil plus oomplexe, comme l indique Je fait que la plupart des molecules 
Wentlflees dans cette etude sort partagees entre tes stades. Lea reponses 
induites par le meme antigene a deux stades differents peuvent aussi dlfterer 
(comme les parties N-term et C-term de PfEMP3), et pourrait avoir de ce fait des 
25 fonctlone protectees dlfterentes. Deux candidate vaccins. GLURP et DG571, 
pourraient ainsl Induire des reponses Influencant le parasite a d'autres stades 
que ceux cibles initialement. Par ailleurs. les antigenes DG747 et DG772 se sort 
averts Inttreesante non eeulement par leur capacity a induire des reponses 
immunitaires representant des marqueurs de protection potentials, mate aussi par 
30 la forte prevalence de reponses immunes en zone d'endAmie (DG772, DG747), 
et par la presence constante du gene codant (DG772) dans toutes les souches 
itudteas. PfEMP3 a un inter$t majeur par sa eapacit* d induire una inhibition 
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d'irtvasion des sporozoftes, et Ja presence d'EBA-175 dans toutes les souches 
parasitaires etudiees suggfere un rflle crucial aux stades pr6-6rythrocytaires t 
comme nous I'avons discute plus haut. 

De nouveaux candidats vaccins des stades pr$-6rythrocytaires s'ajoutent 
5 done au LSA3, un candidat-vacccin prometteur, Lee crlteres de choix ne sont pas 
identiques pour tous, et tous necessiteront des etudes plus approfondies dans les 
moddles de sporozofles frrgdi6s, at les Immunfeations de primates suivies 
| d'infection d'epreuve par P. falciparum. A priori, les modes d'lmmunlsation ayant 

I fait tours preuves pour d'autres molecules vaccinantes seront employes dans ces 

10 essals (proteines recombinantes avec I'adjuvant SBAS2 ou adsorbees sur de$ 
micro-billes, vaccination avec I'ADN nu). 

L'ldentlflcation de tant de nouveaux antigenes aux stades pre- 
*rythrocytalres avec des caracterlstlques varices rend legitime d'envisager un 
vacoin qui ciblerait plusieurs etadee, suit par rutilisation d'un cocktail d'antig&nes 
15 qui chacun Induirait des rAponses Immunes differentas, si possible 
complementaires connaissant la complexite du parasite, soft en utilisant un 
antfgene ayant des cibles de rAponses Immunes £ plueteurs stades. ^association 
d'antigAnes pr6sente les avantagea de combiner les proprietds complementaires 
de plusieurs molecules et de reduire les risques d'echecs dus £ des m6canismes 
20 d'Avasion (diversite antig6nique, deletions chromosomlquee, mecanismes 
altarnatifs d'6vasion) Cette approche comporte cependant le risque d'induire des 
reponses immunitaires antagonistes, et c r est pour cela que retude de chaque 
antigene - aussi bien pour le stade depression que pour rantlg^nicite aux 
different* stades du cycle panasitaire dans Ihote vertebr6 -demeure imperative 
25 avant da les associer. 

Le stade hepatique de P. falciparum reste un stade tr6s peu connu et peu 
explolte ; e'est paradoxal car e'eet pourtant le stade cible par le moyen de 
vaccination le plus efflcace Identtfl* juequ'ici. Dans notre travail, noue avons pu 
identifier 6 nouveaux antigenes exprimes aux stades sporozoTte et hepatique et 
30 fnltler leur caracterisation aussi bien au niveau tmmunologique qu'au niveau 
biologique. 
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Notre strat6gle de s6|ectlon a permis d'augmenter sensiblement le nombre 
d'antlgAnes identifies aux stades pre-erythrocytalres. Nos resultats ont aussi 
etabli que le$ interactions note-parasite etudiees par la fonction des proteinea 
parasitalrea tout au long du cycle parasitaire nous reservent encore des 
5 surprises. II est elarr que la phase intra-hepatique n'a pas seulement une seule 
fonction multiplicatrioe (celle-ci est amplement assures au etade erythrocytarre). 
et c'est la seule phase contre laquelle des mecanismes de defenss « absolus » 
sterilisants existent. La quete d'antjgenes pre-ervthrocytaires reste done une 
prlortte dans l acquleition de la connaissance de la biologie du parasite et 
1 0 ('elaboration de nouveaux moyens de controls. 

Bien que la presents invention art ete decrite par rapport aux realisation 
concretes et privilegiee, il apparattra toutefbis evident aux personnes versees 
dans I'art ou la science en cause qu'll est possible d'introduire un certains 
15 nombres tie variations et modifications sans deroger A la portee de I'inventlon 
decrite dans ce document. 
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Souehe de souris 


Proliferation iympbooytaire 
Index de stimulation 

pGEX-NN 


Interferon gamrna 
IU/ml 

Hae-747 pGEX-NN 


C3H 


8.6 ±3.0 


3.2±1.1 


7.0 ±0.4 


4.0 ±0.9 t 


C3H 


23.6 ±5.9 


8.8 ±2.9 


7.0 ±0.7 


4.0 ±0.2 


C3H 


3.0 ±0.9 


1.1 ±0.1 


16*0 ±1.9 


1.0 ±2.1 


Positifs 


2/3 




1/3 




BALB/c 


2.7 ± 0.2 


1.3±02 


40.0*8.0 


24.0 ±3.0 


BALB/c 


23.6143 


3.0 ±0.3 


15.0 ±4.4 


8.0 ± 1.8 


BALB/c 


33.7 ± 7.2 


5.9 + 0.3 


16.0 ±tJS 


10.0 ±4.2 


Positifs 


2/3 




3/3 





Tableau 3.1a. 

Stimulation de proliferation* ceJlulaires et de sicrdtion dlFN-y par HiS6-747 apr£s 3 
immunisations avec pNAK747. p<3EX-NN : antigene de P. falciparum non cross-rtactif avec 
HiSd-747. Les rfsultais positifs sont en gras. 



souche de souris 


Proliferation lymphocytaire 

Index de stimulation 
Hjss-772 pGEX-NN 


Interferon gamma 
IU/ml 

His4-772 pGEX-NN 


C3H 


0.9 ±0 1 


0.7 ±0.1 


23.9 ±2.0 


10.7 ± 2.9 


C3H 


0.9 + 0.2 


0.6 ±0.1 


1.7 ±2.0 


3.3 ±2.1 


j C3H 


0.8 ±0.2 


0.9 ±0.2 


6.6 ±0.1 


5.8 ±2.6 


Positifs 


0/3 




1/3 




BALB/c 


3.5 ±03 


2.7 ±0.4 


24.0+22 


10.8 ±3.0 


' BALB/c 


1.9 ±0.3 


1.2 ±0.4 


313 ±7.1 


5.6 ±0.9 ! 


BALB/c 


33±09 


1.5 ±0.2 


25.0 ±12.1 


6 9+15 


Positifs 


1/3 




3/3 





Tableau 3.1b, 

Stimulation de proliferations celhilaires et de s6cr6tion d'lPNPy par His$-772 aprte 3 
immunisations avec pNAK772, pGEX-NM : antigene de P. falciparum non cross-reactif avec 
His^-772, Les resultats positifs sont en gras 
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aouris 


Prolif6ration (LS.) 


Sfcrftion d'IFN-y 


Anticorps 


C3H 


23 ±0.3 


2.2 ±2.0 


- 


C3H 


l.Sil.l 


15.6*4.0 




C3H 


3.2113 


0.5 ±0.2 




Positifs 


2/3 


1/3 




BALB/c 


43*1.6 


26.2 ± 6.3 




BALB/c 


53±0l6 


293 ± S3 


m 


BALB/c 


IS3±23 


12.7 ±8.7 


m 


Posiiifs 


3/3 


3/3 





Tabkaa 4.1 

Reponse$ cellulaires de souris apres S immunisations avec pNAK43&. 

Lcs taux de rdponscs sont reprdsentds par rappon aux reponses obtenues par une valeur seuil. La 
valeur seuil est calcutee en faiaant la moyenne dcs reponses d'animaux non-iitimunis4$ et celle 
des animaux immunises contre un antigdne non-relevant, comme l'OspC, une prot6ine de la 
Barrelia burgdorferi. 
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1? 





a-His*-680 


g 


Parasites 


souris ou humains 


£ 


§poro20ites P. falciparum NF54 


++ 




Sporozoitcs P. yoelii done 1.1 


-H- 




State hepatique P. falciparum 






Stade sanguin T23 anneaux/schizomes 


++/4-H- (73%) 




Stade sanguin NF54 anneaux/schizontes 







Tableau 4.2 

Detection d'expression par JDF1 avec des anticorps humains immuAopurifite ou de& scrums de 
souria apgcifiques anti-His6-680. 

Les sporozortcs de Plasmodium falciparum viennent de la aouche NF54. T23 : soucbe de 
provenance thaJ, NF54 soucha d'originc africalne. 



s 



: 
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^3 





P43 


P263 


P322 


P4S3 


P525 


P563 


P571 


£43 












.... 




E263 


f H in,,,,,,;;. 














! £322 


r^..t.\.;.. "„. .» — jl. 




-t. , 


_ :'\v■••■:"-•^I^-0'■ 






; . 


E453 










.J It*.* L)| 






E525 










,r;-,v^ /-, . <• . 






E563 










Sifts" 1 ^i$«3tf : 






E57I 
















E676f 
















E571 

















'*& -.>. J k»^^ R6action forte 



Reaction moyenne 



Tableau 5.1 

Rcactivites croisees detect&A en Western blots enrre les merobres de k fkmille Pfl 1-] . 
E ; anticorps iramunopurifies (elues) sur les protetnes recombinantes corre&pondantes. 
P : proteine reeombinante. 



clones PM 



PCR571 (1) 



sonde oontrole 



43 



88 



322 



(l i lt 



Mi ll 



525 



Mill 



563 



+4-4- 



mi 



571 



+++++ 



676f 



-HH-+ 



729E 



263 



NT 



38] 



NT 



453 



NT 



Tableau 5.2. 

Rcactivites croisees au niveau nuclcotidique entre les clones de U famille Pfl 1-1. 
l/intensite du signal est symbolise par de$ croix. NT : non teste. 
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So 



Clone 


Taiue 

nucldotidique 
i 

(bp) 


Repetitions 
acides aminds 


Homologie 

iNucieoiKies 
Procaines 


Degre d'homologie 
avec 571 
Nucleotides 
Prolines 


Du43 


AAA 
900 


PJVeELLEE 


Pfl 1-1 Part 1 ;94 %, 100% (=88) 


80%, 80% 


.UtJ-as 


900 


PlVcELLEE 


Pfll-1 Part 1 :94%, 100%(«43) 


Idem DG43 






IN On 


I . JQlCtpaTVBl \M 12 V5%, OUT* 




DGZ63-8 


176 


Nor 


J* /" CHR12 95%. 
human chr22 58% 




DG322-1 


500. 








DG322-2 


2000 


PeeVLEEvI 


Pfl 1-1 86%, 65% 


79%- 


DC381 


400 


PEklvEEVl 


plastid tRNA 100%, CHR2 71% 




DG453 


300 


PIVEEvVEE 


Pfl 1-1 Part 2 88%, 83% 


93%, 72% 


DQ525 


450 


PeleEVEvI 


GLURPR2 98%, 100% 




DG563 


438 


PIVEEwEE 


Pfll-1 Part 4 : 86%, Part 1 68% 


75%, 56%, 


DC571 ; 


550 


PEEilEEiv 


Pfll-1 Part 5 87%, 55% 


100%. 100% 


DG676f 


2000 


PvVEEvLEE 


Pfl 1,1 Part 488 %, Part 5 75% 


74%, 44% 


DG729E 


JLZ 




rna!3P5 100% 


• 



Tableau 5*3 : 

Homologies de sequences des clones studies etudies par BLAST. 

1 Tailk estimee par rannnTt mix produita PCR obtenus, ou la taille precise lorsque le clone 

emier a i\i sequence. 

CHR ; Chromosome; pan : panic 
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51 



Parasites 


a-Hi*-57l,aVi571 
souris ou humains 


SporozoJtes P. falciparum NF54 
SporozoTtes P. yoelli clone 1 . 1 


++■ 

+4- 


Stade h^patique P. falciparum 


++ 


Stade sanguin T23 anneaux/schizontes 
Sude sanguin MF54 anneaux/schizontes 


++/+++ (75%) 
i ^1^ (75%) 



Tableau 5.4 

R&ctivW en IFl testes avec des antioorps sp&afique* au* His6-571 et Vi57] . 
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! 
i 

i 

i 

u 


soucbe de souris 


ProliKralk 
Index d 
571 pGEX 


a lymphocytaire 
e stimulation 

NNpGEX 


InterRron gamma 
lU/ml 

571 pGEX NNpOEX 


C3H morte 


0.9 ±0.1 




0.7 ±0.05 


3 1.0 ±2.5 


2l.21±10.6 


C3H 


0.9 ± 0.2 




0.7 ±0.1 


30.2 ±2.6 


10.50 ±2.03 


C3H 


0.8 ± 0.2 




0.9 ±0.2 


16.8 ±0.1 


6.65 ±2.8 


Positift 


0/3 






2/3 




BALB/c 


3.5 ±0.3 




2.7 ±0.13 


23,1 ±0.9 


10.36 ±2.2 


BALB/c 


1.9 ±03 




1.2 ±0.1 


153 ±2.1 


8.63 ±3.9 


BALB/c (morte) 


3.2 ±0.9 




1.5 ±0.1 


33 ±1.3 


1.06 ±0.5 


Positifs 


2/3 






3/3 











Rcponses cellulaires des souris immunises avec pNAK571. 
NNpOEX : recombinant de fusion GST t le LSA3 non relevant. 



i 
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REVENDICATIQNS: 

1- Polynucleotide purifie caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID 
NOl (DG747) 

5 

2- Polynucleotide purifie caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID 
NO 2. (DG772) 

3- Polynucleotide purifie caracterise en ce qu'il presente au moins 60 % 
10 d'homotogie avec une sequence polynucieotidique selon la revendication 1 ou 

la revendication 2, 

4- Polynucleotide purifie caract6ri&6 en ce qu'il s'hybrlde dans des conditions de 
fortes stringency* avec un polynucleotide selon la revendication 1 ou la 

1 5 revendication 2 ou la revendication 3. 

5- Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID NO 

3. (DG747) 

20 6- Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il comprend la sequence SEQ ID NO 

4. (DG772) 

7- Polypeptide purine caracterise en ce qu'il est code par la sequence 
nucleotidique selon la revendication 1. 

25 

8- Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il est code par la sequence 
nucleotidique selon la revendication 2. 

9- Molecule polypeptidique purifiee caracterisee en ce qu'elle comprend au 
30 moins 10 acldes amines consecutifs d'un polynucleotide selon Tune 

quelconque des revendication* 5 £ 8. 
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10- Molfeoule polypeptidique recombinante caract6ris6e en cs qu'elfe comprend 
au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendicatfons 5 & 8. 

11 - Molecule polypeptidique chlmerlque caracterisee en ce quelle comprend au 
5 moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 5 a 8. 

12- MolAcule polypeptidique purlftee caracteri$6e en ce qu'elle presente au moins 
40% d'identitg avec un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 
5 A 8. 

10 

13- Molecule antigenique caracterisee en ce quelle consiste en la molecule 
polypeptidique selon rune quelconque des revendications 5 £ 12. 

14- Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle content au moins una 
15 molAcule polypeptidique selon Tune quelconque des revendications 5 a 13 et 

au moins un vehicule pharmaceuttque. 

15- Composition immunogene selon la revendlcation 14 caracterisee en ce qu'elle 
contient I'adjuvant SBAS2. 

20 

16- Compositlon Immunogene selon la revendlcation 14 caracterisee en ce qu'elle 
contient I'adjuvant inoomplet de Freund. 

17- Compo3ition immunogene selon la revendlcation 14 caracterisee en la 
25 molecule polypeptidique est adsorte sur des micropartjcules. 

18- Composltion Immunogene selon la revendlcation 14 caracterisee en la 
molecule polypeptidique est sous forme d'ADN dans le vecteur VR1020 en 
PBS. 

30 



19-. Composition immunogene selon la revendlcation 14 caracterisee en ce 
qu'elle n* contient pas d'adjuvant de Tlmmunlte. 



CA 02345206 2001-05-16 

Expddit: Leger Robic Richard & ROBIC (6e)514 845 6518; 05/16/01 18:23; Jtf&tJI273;Page 28/60 



70 



20-Compositlon immunogAne selon Tune quelconque des revendications 14 d 19 
caracteris6e en ce qu elle comprend au molns un epitope choisi dans le 
groupe sulvant : protAlne CS. MSP-1, MSP-3, LSA-1.TRAP. STARP, SALSA. 
5 SALSA I, SALSA II ou LSA-3. 

2VComposition immunog6ne selon I'une quelconque des revendications 14 d 19 
caract6ris6ft en ce qu'elle comprend en outre las Epitopes sulvants : prot&ne 
CS, MSP-1, MSP-3, LSA-1 .TRAP, STARP, SALSA, SALSA i, SALSA II et 
10 LSA-3. 

22-ComposWon immunogfcne selon la revendication 20 ou 21 caract6ri$6e en ce 
qu'elle permet I'obtention de rtponse cellulaire et humorale in vivo et in vitro. 

15 23-Composition immunogAne selon las revendications 20 ou 21 ou 22 
caracterteSe en ce qu'elle permet I'obtention de s6cr6tion d'INF-r.de oellules 
provenant d'humalne immunises par des aporozones irradtee 

24- ComposWon immunog^ne selon les revendications 20 ou 21 ou 22 ou 23 
20 csract6ris6e en oe qu'elle permet I'obtention de rftponse humorale IgG 

25- Composition Immunogdne selon la revendication 24 caract6rls6e en ce qu'elle 
permet I'obtention de riponse humorale de type lgG1, lgG2 t IgG3 et lgG4. 

25 26-Composltlon de vacdn antl-palustre contenant au moins une moldcule 
polypeptidique conforme a I'une dea revendications 5 a 13. 

27-Composition de vaccin anti-palustre selon la revendication 26 caract6rra6e en 
oe qu'elle comprend au molns un epitope choisi dans le groupe suivant : 
30 proteine CS, MSP-1 , MSP-3. LSA-1 .TRAP. STARP, SALSA, SALSA I, SALSA 
II ou LSA-3. 
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28-Composition de vaccin anti-palustre selon la revendication 26 caractAriaAe en 
ce qu'elle comprend en outre les Epitopes suivants : proteins CS, MSP-1, 
MSP-3, LSA-1.TRAP, STARP, SALSA, SALSA I, SALSA II et LSA-3. 

5 29-Anticorps polyclonaux puriftes ou anticorps monoclonaux purlftes 
reconnatssants spfecifrquement les molecules selon Tune quelconque des 
revendications 1 A 13. 

30- M6thode da diagnostic in vitro du paludisme chez un individu susceptible 
10 d'Stre Infecte par Plasmodium falciparum comprenant les Atapes suivantes : 

a- Mlse en contact d'un tissu ou d'un fluids biologique prAlev* chez un 
individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum avec un 
anticorps selon la revendication 29 dans des conditions pemnettanl une 
reaction immunologique, 
15 b- Detection in vitro des complexes Immuns form6s. 

31- Methode de diagnostic in vitro du paludisme chez un individu susceptible 
d'etre Infect* par Plasmodium falciparum comprenant les 6tapes suivantes : 

a- Mlse en contact d'un tissu ou d'un fluids biologique pr*lev* chez un 
20 individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum avec une 

moldcule selon Tune quelconque des revendications 1 i 13 dans des 
conditions permettant une reaction immunologique entre au moins une 
desdites molecules et les anticorps feventuellement presents dans ledit 
tissu ou iedft fluids biologique, 
25 b- Detection in vitro des complexes Immuns 6ventuel lenient form6s. 

32- M6thode selon la revendication 31. caract6ris6e en ce qua I'etape 1, le tissu 
ou le fluide biologique eont mis en contact avec une composition comprenant 
une molecule polypeptidique selon Tune quelconque des revendications 5 d 

30 13 et au molns un 6pltope cholsl dans le groups suivant : prot*lne CS, MSP- 
1, MSP-3, LSA-1TRAP, STARP. SALSA, SALSA I. SALSA II ou LSA-3. 
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33- M6thode eelon la revendication 29, caracterisee en ce qu'd I'dtape 1, le tissu 
ou ie fluide biologique sont mis en contact avec una composition compranant 
uno mol6oule polypeptldlque eelon Tune quelconque des revendications 5 a 
13 et les Epitopes sulvants: protdine CS, MSP-1, MSP-3, LSA-1.TRAP, 

5 STARP, SALSA, SALSA I, SALSA II et LSA-3. 

34- CompofiWon pharmaceutique comportant & tltre da substance active un ou 
plusieurs anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon la revendication 29 en 
association avec un v^hicule pharmaceutique acceptable. 

10 

35- Composffion pharmaceutique selon la revendication 34 caracterisee en oe 
qu'elle comprend l adjuvant SBAS2. 

36- Composltion pharmaceutique selon la revendication 34 caracterisee en oe 
15 qu'elle ne contient pas d'adjuvant. 

37- Utilisation d'une molecule polynucl6otidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4 pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement du paludisme. 

20 

38- Utilisation d'une molecule polypeptidique selon Tune quelconque des 
revendications 5 h 13 pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement du paludisme. 

25 39-Utilisation d'un ou plusieurs anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon la 
revendication 29 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du 
paludisme. 

40-Conjugu6s constitute de molecules polypeptidlques selon Tune quelconque 
30 des revendications 5 & 13 et d'un support sur lequel leadltes molAcutes sont 
adsorbAes. 
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41- Conjuguds salon la revindication 40 caract6ris6 en ce que le support est 
constitue de microspheres ou bille de latex ou de polystyrene. 

42- Utiltsation d'un conjugue selon Tune des revindications 40 ou 41 £ 
5 ('immunisation d'individus infectes ou susceptible* d'etre infectes par le 

paludisme. 

43- Vecteur recombinant pour le clonage d'une sequence nucieotidique selon 
rune quelconque des revendlcatlons 1 d 4 et/ou ('expression d'un polypeptide 

10 code par lesdites sequences, contenant lesdites sequences dans run des 
sites non essentials pour sa replication, ledit vecteur 6tant notamment de type 
piasmide cosmide ou phage. 

44- Vectaur XXX ddpoa* i la C.N.C.M. le XX Mai 2001 sous le numtro 
1 5 d'accession l-XXX. 

46- Vectaur XXX depose a la C.N.C.M. le XX Mai 2001 sous le num6ro 
d'accession l-XXX. 

20 46-CeIlule hflte transfect6e par un vecteur selon Turn quelconque dea 
revendlcatlons 43 d 45. 

47- Kit pour le diagnostic in vitro du paludisme comprenant les elements 
suivants : 

25 a- une molecule selon Tune quelconque des revend (cations 1 a 13, 

b- les r6actife pour la constitution du milieu propice a la reaction, 
c- les rAactifs permettant la detection des complexes antfg6nes- 
anticorps produits par la reaction immunologique, ce$ r£actifs 
pouvant egalement porter un marqueur ou 6tre susceptlblee 
30 d'etre reoonnus a teur tour par un reactif marque. 
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48-Kit pour le diagnostic in vitro du paludlsme comprenant le$ elements 
survants : 

a- Oe& anticorps selon la revendicatfon 29, 
b- les r^actifs pour la constitution du milieu propice d la reaction, 
5 c- Ie9 rtactifs permettant la detection des complexes antigenes-anticorps 

produrts par la reaction immunologlque, ces r6actffs poqvant dgalement 
porter un marqueur ou 6tm susoeptibles d'etre reconnus A leur tour par 
un reactif marque. 

10 49- Kit pour le diagnostic in vitro du paludlsme selon la revendlcation 47 
caracterise en ce qu'il comprend au moina una molecule peptidiqua chotele 
dans la groupe sulvant : protAJne CS, MSP-1, MSP-3, LSA-1 ,TRAP, STARP, 
SALSA, SALSA I, SALSA II ou LSA-3. 

15 50-KJt pour le diagnostic in vitro du paludlsme selon la revendication 47 
caracterise en ce qu'il comprend an outre les rnotecules peptldlques 
suivantes: protein* CS, MSP-1, MSP-3, LSA-1 .TRAP, STARP, SALSA, 
SALSA I, SALSA II et LSA-3. 



20 



51-Klt pour la diagnostic in vitro du paludlsme selon Tune quelconque das 
revendications 47 £ 50, caracterisA en ce qu'il comprend en outre I'adjuvant 
SBAS2. 
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FIGURE 1A: SEQ ID N0 1 (DG747) Format BLASTA 

1 GAATTCCATA TGCACGATTA CATATATGAT GATC6TATCT ACAATAA7GA TAAAGAOAAA 
61 AATGTTATAA AAA6TGATAA TAAAAATGTT ATAAAAAGTG ATAATAAAAA T6ATTATAAA 
5 121 AAGTGTAA7A AAAATGTTAT AAAAAGTGAT AATAAAAATG TTATAAAAAG TGATAATAAA 
191 AATGTGGAAT TC 



FIGURE 1B: SEQ ID NO 2 (DG772) Format BLASTA 

10 

1 GAATTCCCAG ATCCTCGAAG TAATGACCAA GAAGATGCTA CTGACGATGT 
61 AGTAGAGATG ATAATAATAG TCTCTCTAAT AGCGTAGATA ATCAAAGTAA 
121 AGAGAAGATC CTATTGCTTC TGAAACTGAA GTTGTAAGTG AACCTGAGGA 
181 ATAATGACTA CAGAAGTTCC AAGTACTACT GTaAAACCCC eTGATGAAAA 
15 241 GAAGTAGGAG AAAAAGAAGC TaAAGAAATT AAAGTAGAAC CTGTTGTACC 
301 GGAGAACCAA TGGAAAATTC TGTGAGCGTA CAGTCCCCTC CTAAGGAATT 

FIGURE 1C: SEQ ID NO 3 (DG747) Format BLASTA 

20 1 EFHWHDY1YD DRIYNNDKEK NVIKSDNKMV IKSDNKNDYK KCNKNVIKSD NKNVIKSDNK 
61 NVEF 

FIGURE 1D: SEQ ID NO 4 (DG772) Format BLASTA 

25 

1 EFPDPRSNDQ BDATDDWEN 3RQDNNSLSN SVDNQSNVLN RSOPIASETE VVSEPfiDSSft 
61 IMTTEVPSTT VKPPDEKRSE EVGEKEAKEI KVEPWPRAI GEPMENSVSV QSPPKEF 



TGTAGAAAAT 
TGTTTTAAAT 
TTCAAGTAGG 
ACGA*CTGAA 
AAGAGCCATT 
C 



30 
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****** ««ur DG747 extrait da lo base des donnees genoma de elcna 30"? de 
Si", en rouga dana la a^uenoe la differance evac la aequenca issue de la eoocne 
T9.96 (positions 344, 

10 20 30 40 5C 60 70 

I I I 1 



" , » \ \ k M T I I T - r I M • X G • T R 9 L K ft I 
80 90 100 110 120 130 140 150 



Y K 'v °I Y Y I % W 5 5 T g K i M 1 V r K C r LpT * » 
P TM»FIFFS.Q<3RKRC« • E K K S S I E G 



jj yie V I Y IF W M 1 

E G • 1 

IfO 170 180 190 200 210 220 230 

n B Y P K T S R 3 K E S T N N S K K I ft ' " ? *, % 

M H M I 1 Y 0 S A K K I L I I P " \ V „ * * 
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470 480 490 500 510 520 530 540 

| I I I I I I I 

AGAAATGCTTGTGATATTTATAJUkAGTAATAAAAAAAATGTTCCT 

RKACDiyKSNKKMVP OWCHIYDONSS 
"S M L V* I FIKV I K. K : M F L I I A I Y M M I I V Q 

550 560 5*70 580 590 600 610 620 

t I I.I.I I I I 

GTTGAAAATTTAGArGGAAAAAATAAATTAIATAA^ATAAGGAACATACATAATCATAACTCATCTTCATGCGATATA 

V ENLDGKNKLNM-IRSIHgDNS SSCDI 

~L~ KX*MEKIN * II •<#TYlMITHLHAlY 

• K F R W K K • IK # YK£HT • ♦ • L I F M R Y I 

630 640 650 €60 670 680 690 700 

I | I T I I I i 

^CCGATATAAAAAGTGAAGATGAATATATAGAACCATATGAAAAAAAGJATGAAGAAAATATAAATGAATATAAGAAT 

SD3CKSEDEYlEP YE Kfl MSE H W B J( * N 

FI-KVKKNX •HH:MKRRMKKI-Mrt:RI 
R Y K K ■ R • IYRTJ'KKE »RKYK # I*E" 

710 720 730 7«0 750 760 770 780 

i i i ; i i i ' 

AAGAAAAATAT AQCCAAT GAAAAT ATAAAAGAAGGAAAG AGTTCAATTT AT AATGATGAACAT AATTA'fAATT CAT TA 
KKBIJkKEKI KEG 'KSSI Y M D E EL M Y N SL 
R K I - P M K J I KKERVQFIMMN I I I C H Y 
E K Y 3 Q ■ KYKRR&EFNL ■ • • T • I » F J T 

79C 800 81C 820 830 840 850 

I I I I I I 1 

^TATATAATTCTTGTAATGGTGAAATAAGTAAGATC:AACAAAATAAGTAGTCATAATAATATTGATAATAATA7GGAT 

LXJS C NGEISKll MKTSSHNNlDWKMD 
~1~ 1 V L~ V M V K • VRSTK-'VVII I X. I X I » I 
I • F L • W * N K • D Q Q N K • S • • Y • • • Y G ■ 

$60 S70 880 890 : 900 910 920 930 

I I I I I I I I 

AATTATAATACGTTTGC^^TGTGAATAATTTTATAATATATTCCTCAGATGATGAAGATAATATATCAAATTAT'PAT 
NYNTFANVNNFI ' I Y SSDDEDNISNYY 

IIIRLQM-IIL^YtPQMMKlIYQIII 
L-YVCKCE"FYKlFLR» • R, • Y I K L L • 

940 950 960 970 9BC 990 1000 1010 

1 I 1 |.l I I I 

AATGGTAAAGACGTATTAAATGATGAGATTATGT^TCCCTATAAAATTTAATTTTGAAAAATTAAAAAAAAATATTTAT 

N G K P VLHDE IMF P t KFNTEKLKKNIY 
M V K Y • MMRLCSL • NLl LKH • K K I F M 

W • R R T K • • D Y V P Y K 2 • F'KIKKKYLC 
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S4 

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 109C 

| I I I I ! I I 

gtaatasagcatatawca^tata™ 

VIEHIPKIYYD T rLNKNPSEKSVFM_E 

- — ; — s i — • t k r i m i s r • ikiqvkkvfl- k 

NRAYRQNlL-YIFK-KSK'KKCFYE- 

1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1310 

| | I I I I 1 1 

GATGAATCTACTGGTTATTTOAAAATG^^ 

DESTGVLKWDVNDKCVV DNINVI«PS 
M N L L V I - KMM-MTNVL^II • M L L I L L 
• lYWLFEK'CB. • Q H C C • * Y K C Y • S F • 

U8D 1190 1200 1210 1220 1230 124C 

| I t I I I I 

AGTGTGAATACGTTGAGTAATAT TTCAAATATTAG6AATGAAAAAATAGAAAATAAT AATAAGAATGAAAAAT T AAT A 
aVNTLQNTSNI RWEKlEN^NKtjlE K_L_^ 

-y Ti r . v I F QI L G M K K • K I I I R M K V - • 

C5YVK • YFKY" L • K N R K • • ■ E • K I N K 

1250 1260 1270 12B0 1290 1300 1310 1320 

I I I I I I I I 

AAATCATATCCTACACAATCJIAAAAATGTTATSAGTACATTTTCCTTTTGGAATATTQAAAAfiGACACATTTATAACA 

K5V PTQSKNVMSTFSF WNIEKET £ I T 

NH i"Th MQKML ♦ VH FPFGILKRR H - • Q 
IISYTIKKCYEYIFLIEY-KGDIYNK 

1330 1340 1350 1360 1370 13B0 1390 1400 

I I I I I I > I 

AAACCTTTCTATGCACJUUUTTTGAGAAAAAAAC^ 

K P L Y AOWLaKKOFS LLDBSBEHI * N Y 

mlck"hki*eknnlvy.mnlkr - • e t I 

TFVCTKFEKKTI ♦ FIR* I -RDDKKLF 

141C 1420 1430 1440 1450 1460 3470 1480 

I ! It I I < * 

TCATCTAATC AAT ATTCTAT AAAATTTGTACC AAGAC AT7TATT ATAXCT AATGAGTCAAGTTGCT TCTCGATCC T T T 
S SNQYSIKFVPRHLLYVM. SQVASRSr 
~fl LINI L •NLYQDI Y Y M • -VKLLLD? F 
I-iiFYKICTRTPIICMESacraiLF 

14$0 1500 1510 1520 

I I I I 

TTTGATCCTTTATAXAGAAAGCAGTTATTTTTTCOTTACTAA 
F D P LYRKQLFFRY * 
LILYlESSYFFVT 
• SFZ-KAVXrSLl. 
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5* 



Gene codant pour DG772 extrait de la base d6S donneos flanome d9 clone 3D7 de 
Plasmodium falciparum. En bleu, la sequence correspondant au clone DG1~?Z, an rouge 
dans la sequence la differancos avec 1* sequences issue de la souche T9.96 
(position 3612) 



10 20 30 40 50 60 70 

I I I I I I > 

AT<yUUU3GGAAAATGAATATGTGTTTGTTTTTTTTCTATTC^ 

MKGKMNMCLFFPYSILYVVLCTYVLG 
• K G K • ICVCrFSILYYMLYyVPMlf*V 
SREHEYVFVFFLFYIICCIMY'LCI ft Y 

80 90 100 110 120 130 140 150 

I I I I I 1 I I 

ATAJISTGAMAGTATTTGAAGGWUU^CCCCAAGGTTTA^ 

I S EEYLKERPQGLWVETWWHHMWNWW 
~~\ K S I .RKGPKV-MLRLIIIIIIXTI 
K*RVFEGKAFRPKC«D . ♦ 

t,$q 170 180 190 200 210 220 230 

! I 1 1 ! I t 1 

AATAATAGTMTAGTAACC^TGCGM'GTCTT^ 

NWSHSNPAMSrVM.BVIRFI,.S WEKDPK 
I I v I v TMRCLIi* MK ■ • G L • K T R R M I K 
rCDVFCR'SNJCVYRKREG - ♦ R 

240 250 260 270 280 290 300 310 

| I ! I 1 I I I 

GAAGATAAAAAAGTGAAGATAATATCTAGACCTCTTGAGAATACATTACATAGATATCCAGTTAGTrCTTTTCTGAAT 

EOKKVKriSRPVEN TLHRYPVSg .. F L K 

i ST^K ^ r~ -yldllrihyidiqlvlf.i 
R.RSEDMI-TC*EYIT«ISS-FFSEY 

320 330 340 350 360 370 380 390 

I I I I I I I 

ATCAAAAAGTATGGTAGGAAAGGGGAATATTTGAATAGAAATAGTTTTGTTCAAAGATCATArATAAGCGGTTGTRAA 
IKKYGRKGBYLWRNSFVQRS YI R G „_,_C__K 
SKSM'vGKGNI • IEIVLFKDHI* GVVK 
QKVW-fiRGlFE-K-FCSKIIYKGL-R 

400 410 420 430 440 450 460 

j | I I I.I I 

GGAATUUlGAAGCACACATACATGGATATGTGAAAArAAAGGGAATAATAATATATGTATTCCTGATAGACGTGTACAA 
GKRSTHtWICENKGKNNlCl PDRRVQ 
EKEAHIHGYVKIKGI3 IYVFLI D V Y N 
KKKHTYMDM* K • RE ■ •YMYS* • T C T I 



4 
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470 4B0 490 500 5lC 525 530 540 

c I T A T. O D L K W 3 G 8 E T T 0 R ^ P , \ \ 

"yV-01-F KI'KIQni.IC R L I = « V ■ E I K It 
MVN SSSRFKKFRI«ND»»KIIKR.SI 



550 560 570 580 590 600 610 62C 

'MTCGTGGATTTGATGATTTTTGTGACGAT 



, i i i i ' 1 I 

TTTCATTCJU^TATGTATGAAACTGATTTGTTATGGAATAAATM'GG' 



L I O \ C M K I. I C Y G I N M V F V P L M I T V T M 

. r s y v • » ■ r v m z • i h r s w i . . r x. • ^ 



«0 640 650 €60 670 680 690 700 

GTAAAAAATMTtATTTAGATTATAAAGATGTTAIATTTGGAACCG^ 

V K N S V LDYKDVI FGTDLDKM " — I — S.. F L v 
. K I V I • I I K M t T 1 1 PI' I * I 1 Y Q S » » 



110 720 730 



74 0 750 760 770 760 

I I I J 



GAGGAATCRTTAAAACGTTTCTTTJOOUUtAGATAGTAGTOTACTT 

R E 9 L K R F P * * D S S V L B 8 -1 -£ w w R K 1 " 1 
HHH -BV8-LK ICI VVYLII.LL G G E G M B Q 



GIIKTFF-KR 



. . CT .SYCLVEKVWNfC 



790 800 810 820 830 840 850 

agactatoJIa^ctm^^ 

R L « K T » T O P * A H I. A C A K P P B W » P Q T N 
D V G K I • Y S H M L I • D V B M L M R M N L R 
TMENYDTAICSFRW'KT. . 3 • T S D K » 

860 870 880 890 900 910 920 » 30 

aLtggattctggaatcggggaaatataattgtagattaatgam^ 

R W I L S - B K Y N C R L H K E K E K L 1 T fl E <? S 
"0 5 F « N G G H I I V O • • R k K K » C ■ Q S N V L 
MD3GMGBI • L • INEGERKlVNAAMFC 

940 950 960 970 980 990 10C0 1010 

GTTAATAGAAAAAAMCTCA^ 

v N R K K S D_C « T S £ B " £- S- * ' ■= *, * 

"7 ? E K N L T A Q P D V I M 3 V IPlGVLLICK 

• • K K I • L \ » R M • • • V L Y L » E S Y • • T K 
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1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 

| I I I I I I I 

JU^ATGAGGTCTCTATATTAGGAAAA^^ 

R Y £ V S I LC KKY I K VVRYT I FRRKI V Q 
OMRS L Y * E K~ 5 I L K * Y D I 1> Y L G E K • F N 
T-GLVlRKKlY-SSTiyYJ»2HCNSST 

!100 1110 1120 1130 1140 1150 1170 

r i i i i i » i 

CCTGATAATCCTTTGGA^IVrTTTAAAATTAAATTOTTCTGAGTCTAAGGATATfGATTTTAAACCCTTTTTTCAATTT 
P DNALDFLKLWCaE CKDI DgKPFFEF 

*£ i M L W I F - 5 • I V L S V R 1 L 5 L N P F L N L 

..CFGFFKIKLF-V-GY*F»TLF«I« 

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 

I I I I I 1 1 

SAATATGGTAAATATGAAGAAAAATGTATGTGTO^TCATATATTGATTTAAAAATCCAATTTAAJ^TAATGATATT 

E Y GK YEKKCMCQSYID LKIOFKHNDI 

NMV MMRKNVCV NHILI - KSHLKIHI F 

LW .I.RKMYVSirY'FKNPI'K**YL 

1250 1260 1270 1280 12*0 130C 1310 1320 

I I I I I I I I 

TGTTCATTTAATCCTCAAACAGATACTGTTTCTAGCGATAAAAGATTTTGTCTTGAAAAGAAAGAArTTAAACCATGG 
C SFNAQTDTVSSDKRFCLSRK EPKPW 

VHLML KQILFLA1KDFVLKRKNLHHG 
pi-CSNRYCF-R'KlLS-KERI-TMS 

1330 1340 1350 1360 1370 13B0 1390 1400 

I I I I I I I I 

AAAfGTGATAAAAATTCTTTTGAAACAGTTCJITCATAAAGGTGrATGTGTCTCACCGAGAAGACAAGGTTTT'rGTTTA 

K COKWSFETV HHKGVCVS PR RQGF C L 

N V I S I L T, K Q F I IKVYVCHREDKV F V • 

M . . KFF ♦ USSS * RCMCVTEKTRFLFR 

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1*70 1480 

1 I I I I I I > 

GGAAATt?TGAACTATCTACTGAATGATGAXATTTATAATGTACATAATTCACAACTACTTATCGAAATTATAA^GGCT 

CM L N YLLNDDlVNVrtNSQIj LIEl I M A 

fil • T I Y - MHIFIMYI IRMYLSKL* W L 

KFSLSTE - •YL*CT»FTTTYRNYNG? 

1490 15C0 1510 1520 1530 " 1540 1550 1560 

I I I I I I I i 

T CTAAAC AAGAA3GAAAGTTATT ATGGAAAAAACATG GAACAATACTTGAT AACCAGAATGCATGCAAATAT AT AAAT 

SKQBGKLLWKKH, GTIL DNQSACK Y I N 

L N R K E SYYGKKTMEQY1ITRMHANI • M 
• TRRKVIMEKTWNNT* • PEvMQ^YK" 
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3o 



1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 

i I I I I t I 

GaTAGTTATCTTGATTATAAAGATATACTTATTGGA^ 

D SYVDYKPIVTG MDLWWPHM8IKVQW 

— ^ Jj 7 Jj £ I Z Z L S M I Y 6 M ITTL'KTKI 

\ fcC-L'RYSYWK-FME* ♦ Q L Y JC S S K • 

1640 1650 1660 1670 1680 . 1690 1700 1710 

| I 1 I I I I I 

AATTTAAATTTAATTTTTCAAAGAAATTTTGGTTATAAAGTTC^ 

N LKllFERMrCY. K VGRN&LFKTIKEL 
"Y" . X • P L K E I L V I K L B E I » S L K Q l» K » • 
F KFNF*KICFWL-SWKK*TL*NN«RIK 

1720 1730 1740 1750 1760 1770 17B0 1790 

l i I I I i i 

;U^AAATGTATGGTGGA?ATTAAATAGAAATAA^^ 

KtJVWWIliNRNKVWB,_SMRC GI D g V D Q * 
R M V G G Y ♦ I £ I K 5 SN 0 • D V E L T K • I N V 
KCMVDIK»K»SMGINEMWN'RSRST* 

1800 1810 1B20 1830 1640 1850 1860 1870 

I I I I I I » I 

AGAAAAACTTGTGAAAGAATAGATGAACTAGAAAACATGCCACAATTCTTTM 

BKTCERIDBLBNMPOFF RWFS A 8 £ 

5 iTTTTT - MW^KTCHNSLDCFHNCHIS 

KNL-KNR*TRKHATIL»HVFTMGTFL 

1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 

i 1 1 1 I I I > 

TTTTGTAAGGAAAAAGAATATTGGSAATTAAAAT^ 

FCKEKEYW gLKLNDKCTCNWGKSL, .C^fl 
FVRKKNIGN • N .MISVQVIMENPYVR 
L-GKRI LG1KIK- M Y R * •WKILMSG 

I960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 

I 1 1 1 1 1 1 

GATAAAACATGTCAAAATGTGTGTACTAATATGJ^ 

DKTCQM_VCTNMW*wt YTRKLAYEIQ3 
IKHVKMCVLI • IIGHILEN • LMKYNP 
• NMSKCVY«YSLLDIY«KISL ■ N T I ft 

2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100 

I 1 I I I 1 I I 

GTAAAATA?CATAAAGATAGAAAATTATTTAGTCTTGCTAAAGACA 

V KY DKDRKL FSLAKPKNVTT FLKE N A 

N M I K. I ENYLVLLKTKM* LHF • R K M Q 
K I • - R-KII-SC-RQKCNYIFKGKCK 
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31 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 

I | I I till 

AAAAMTGTTCTAATATAGATTTTACAAAAATATTC^ 

K N C S N IDFTKIFDQL DKLFKERCSCM 

K I V £ i" rToTTT I5LTNSLRKDVHVW 

KLFf Y RFYKNIRSA»QTL»GKMFMYG 

2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2263 

| | I I I I I I 

GATACACAAGTTTtAGAAGTJAAAAACAAAOAAATGTTATCTATM 

n TQVLEVgMKg^L SIDSNSaDA T D I g 

X HK — F - K ^ iT" T K K C YL'TQIVKMRQl • V 

YTSPRSKKQRWVIYRLK* ♦ R C D ft Y X ■ 

2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 

| | I \ " I 1 

CMAAAAATGGAGAGGAAGAATTATATGTAAATCACAAT^ 

r, KH SEEBLyVM HM5VaVAS<5»KEIEJC 
~R~K M E R K » Y M • I T I I* • V SQVVIRKSKR 
EKWRGRIICKSCFCECRKW* . R N R K E 

2350 2360 2370 23S0 2390 2400 2410 

| | I I I 1 I 

AGTAAGGATGAAAAGCAACCTGAAAAAGAAGCAAAACAAACTM^ 

S K D E K Q PEKE AKQTMQTLTVRTPKPa 
V R M K S K LKKKCNKLMEL-PYPLTKTQ 

• G • KAT • KRSKTN*W^3FKRTN » Q R F R 

2420 2*30 2440 24SO 2450 2470 2480 2490 

II I 1 I I 1 1 

GATAGAAACAAACCAAAAC»TACA3CTACTGATACAAAAAATT^ 

D ftHKGK._PTATDTKHS PEpi.KVOEHGT 
I £ T K B K 1QLLIQK1HLKI • K Y R N M E 0 

♦ KQRfCRYSY-YKKFT-KFKSTGTWHK 

2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 

I I I I I I ■ 1 
AATGGAGAflACAATAAAAGAAGAACC ACC AAAATT ACCTGAATCATCTGAAAC AT T ACAATCAC AAGAACaAT T AG AA 
N GETIKSEggKL^S SflET L O 3 Q E C L E 

'mekq . kknhqnylnhlkhynkknn - K 

WRNMKRRTTKIT * I I • N I T 1 TRT/RS 

2580 2$90 2600 261Q 2620 2630 2640 2650 

I I i i I I I 1 

GCAGAAGCACAAAAACAAAAACAAGAAGAACAACCAAAAAAAAAACAAGAAGAAGAACCAAAAAAAAM 

A SAQKQKQESEPK KKQ EEEPKKKQ £ g 

"q" EH KM KKKKKNQK KNKKKNQKKNKKK 
RSTKTKTRRRTKKKTRHRTKKKTRRR 
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SI 

2660 2670 2680 2690 2700 2710 272G 2730 

| I I I I I I 1 

GHlGAJUUUtfGAGAACAAG^^ 

EOKRB QE Q K OEQ E E S SQKQEE E C Q X Q 
H KNEH KMK W KN K K KKNKKtKKKKNKy K 
T KTRTRTKTR?RRRRTKTR51RTTNTR 

2740 2750 2760 2770 2780 2790 2600 

I I I I I I 1 

GATCAATCACAAAGTGGATTAGATCAATCCTCA^ 

DQS0 3GLD 9SSK V C VASEQNBl S „S__G__Q 
" j W H k V P ■ I W * Q K - = - R V N K M K F I* Q D K 
SITKWIRSILKSRSSE-TK-NFFRTR 

2910 2820 2830 2840 2830 2860 2870 2880 

i I 1 I I 1 1 1 

GAACAAAACGTAAAAAGCTCTTCACtTGAAGT^ 

E Q KVKSSSPE VVP ^ETTSEUqgSQDT 
M K t - K A L H L K « F 5 KKQLVKMGK B KTQ 
TKRKKLTT • SSSTRblH^ •KWVITRHK 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 

I | | i I I > t 

AJUU*TAT<^GTACTGAACCA»^ 

K I S S B P M E w 3 V V D K A T D » M M L P P B K 

K Y QV LNQM RILL ■ I R Q Q I V - 
NIK Y«TK*EFCCR-3NR-YEFRS*KG 

297C 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 

I I I I \ ' I 1 

GTTCATAATGAAAATATGAGTGATCCAAATACAAATACTGAACCAGATGCATCTTTAAAAGA7QATAAGAAGGAAGTT 

V HNgdMSPPHTNTEP OAS t, K D ,g„ ., ^ ft P ■¥ 

-p — J M K J r" v rQlOI LN QMHL«KMIRRKL 
S.-KYR.SKYKY-TRCIFKR* • E G S • 

3050 3060 3070 3060 3090 3100 3110 3120 

| | I I I I 1 1 

GATGATCCCAAAAAAGAACTTCAATCTACTGTATC2^AGAATTGAAtCTAATGAACAGGACGTTCAAAGTACACCACCC 

DPAKKELQATVa R I ESNEQDVQSTPP 
-' MMgKKMF N LLY QBL MLWM RTFKVHHP 
• CQKRTSIYClKN-I- -TGRSKYTTR 

3130 3140 3150 3160 3170 31B0 3190 

| l I I t I 1 

GAAGATACTCCTACTGTTGAAGGAAAAGTAGttAGATAAAGCAGAAATGTTAACTTCTCCGCATGCGACAGATAATTCT 

£ PTPTVEGKVGC_KAS fefI'TflfrH& T D^.Jj g, 

KlLLLLKEK*EXROKC*LLRriRQlJI. 

R Y S Y c • rksrR* srnvnfsac d r • F ♦ 
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5i 

3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 

| I I I • I 1 

Q irraG<^rCAGGTTTl^TCCAACTGAT5ACATTJ^^ 

BSE 3 C I. « P T D 0 I g " * T D Q V V K E Q t X L G 

3 R N Q V ■ IQLMTLKQLMVLLKNK R Y • & 

V 6 I R T K 3 W • .H'NK-WCC-RTRNIRG 

3280 3290 3300 331C 3320 3330 3340 3350 

I I I I I 1 1 1 

GGAGGTGAAAGTGCRACTGW^A7CAA^ 

C G ESftTETSKSNL gK.PKDVEPSHE,I „a 
B V K V Q L K H Q K V I • K W L R M L N 1 L M K Y I. 
R . K CN«SIKK«FRKT«GC'T?S.MI ■ 

3360 33''0 3380 3390 3400 3410 3420 3430 

I I I I I 1 > 1 

GARCCTGTTCTTTCTGCTACAACTGGTAAAGAASAATCftGRSTtATTAAAAAGTAAATCGATAGAGACCAAGGGGGAA 

VrFtLVOLV K K N 0 8 Y » * V 5 ft • R R R G K 

tcsfwyn«i.rr:rvikk«idrdbggs 
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3 M S V Q S P P N V B PVEKETLISENKGLH 
L » A Y 3 P L L M • KMI*KKKH • YLRIMDY I 



CERTVPS*CRRC-KRHXDI»E-WIT- 

3830 3840 5650 3860 3B70 3880 38S0 

I I I I I I • I 

AATGATACAC^CyVGAGGAAATATCAGTGAAAAGGATTTAATCGAT^^ 

NOTHRGHI3 BKDLlDIHLLRrtEAGS T 

MIHtEEISVKRI • 3 I F I C •EMKRVVQ 

• Y T Q R K Y Q • KGFNRYSFVKK • 5 G ■ Y N 

3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 

I I ! J I I I 

atattagatc^ttctagaagaaatggagaaatgacacaaggt^ 

ilddsrrkgemteg3esdvgelqehn 

Y •MIXjBEMEK-QKVAKVMLENYKHII 
I ft • F • KRWRNDRR-RK'CWRITRT • F 

3980 3990 4000 4010 4020 4030 404C 4050 

I I I I I I 1 I 

TTT AGCACftCAACAAAAAGAT GAAAAAGATT TTGACC AAATTGCG AQCGAT AjgAGAAftAAgAAG A AATTC AXAAR7TA 
rSTQOKDEKPTDQ IA SDREKBEIOKL 

LAHNKKMKKILTKLRAIEKKKKFKNY 

• HTTKR • K R F * P N C E R • RKRRNSKIT 

4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 

i i r i i i i i 

CTTAATATAGGACATGAAGATOATGAAGATGTATTAAAAATGGAT 

LNIG H E E O E DV L KriDRTS D 3 M S OGVN 
LI«DMKRMKMY-KHTIEQRIV*VMELI 

• YRT»RG # RCIKNG*NRG - YE»WS» • 

41<0 4150 4160 4170 4180 4190 4200 4210 

I I \ ' I I I \ 

AGT«TTTGTATTATAATAATCTATCAAGTCAAGAAAAAAT^^ 

SKLYYMNL3SEEKMEQYNN R _p A 3 K P R 
VICII riYQVRKKWNKTIIEMLLKIE 
SPVL-*SIK»RKNGTX« ■ • R C F • R ■ R 

4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 

I I I I I I I I 

GAAGAAATATTGAATAGGTCAAACACAAATACATGTl'CTAATGAACATTCA 

E EI LNRSW^M TCS W E H S LKYCQYM B R 

KKY • I 5QTQI H V L M N I K ■ • Si f V N I WKE 
R N J E •VKHKYMF* •TFIKIL5IYGKK 
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4300 



4310 4320 



4330 4340 4350 4360 

I | ! I I I I 

AATAAGGATTTATTAGAAACATGTTCTGA^ 

NKPkLETCSBOKftLHLCCEISDyCLK 
I R "i Y~ • KHVLKTKGYIYVVKYQ I I V • N 
• GFIRNMF - RQKVTFML»NIRLLFKI 

4370 4330 4390 4400 4410 4420 4430 4440 

i II I I ! I I 

TTTTTCAAT CCTAAATCGATAGAAT ACT TTGATTGT ACACAAAJ^GAATTTGATG AC CCTACAT ATAATTGTTTT AG A 

FrKPKSIEY FDCT QKEFDD g 2 X M — £ F R 

"T~S I I. N R • N T E I V A K K K L MTLHIIVLE 
FQS-tDRIL-LYTKRl ■ • P Y I • L P ■ K 



4450 



4460 4470 



4480 4490 4500 4510 4520 

| ( 1 | 1 I I I 

AAAC AAA SAT TT ACAAGTATCTCATGTT AT AAAATTAAAAACAATAT ACATTAAT ATGTTAATAAAAAAAATAAT ATA 
K Q R F T S MSCYKIKMNIH-YVNKKMNJ 
N K D E Q V CHVIKLKTIYIKMLIKKIIY 
TKJYKYVML*» -KQYTLIC- • K K • Y I 

4530 4540 4550 4560 4$70 4580 4590 4600. 

Ill I I I I I 

TTTTtrrCTCTTTTTCTTTTTTTTTAATAGGTATGCATTATATTGCCGGGGGTGGTATAATAGCCCTTTTATTGTTTA 
FFSLZLFF* • V C I I L P G V V • • P F Y C L 

fflfffffnryalycrgwynspfivy 
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Figure 3.1 

Representation schemarique de* prolines correspondantes aux DG747 (a) et 
DG772 (b). 

Les fteches nones indiquent la localisation des amerces uulis6es pour l'dtude de 
la conservation des fragments 

Le 8 fleches rouges indiquent les amorces utilises dans la reaction RT-PCR- 
a: la parti e hachui^^Jndique la region r£p£titive. 
b: les deijx r^jionsepnsensus 5'cys et 3 % cy* sont indiqudes sur le gfcne. 
La partie eji pointillds reprtsente les regions transmembranaires et nan- 
transcrites supposees. 
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figure 3 J 

IFATs des stages sporozottes ei sanguins de P. falciparum et des 
sporozoites dc P. yoelii avec les wticorps anti-747 ou anti-772 
A, B; aporazort* de J> falcipamm{k) ou P. yoelii (B) nwque au anti- 
747 ou auli-772; CJD: stade sanguin asyuchronc raatqu£ au anti-747 
(C) ou au anti-772 (D), a, t, s: formes anncaux, trophozoites ou 
scbi^ontes, rospfcetivement 
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Figure 3 .3 

Western blots de P. falciparum , J", yoe/ii et P. berghei utilisaiit des anticotps and His 6 » 
747(a) et anti HiSs-772 O). 

1 ; P. falciparum sporozottes; 2: P. falciparum stade sanguin fbnnas anncaux; 3: P. 
falciparum stade sanguin formes schizontcs; 4: suroageaat de culture asynchrone; 5: 
Globules rouges humains; 6: p. yoelii sparozoftes; 7: P. yoelii stade sanguin; 8; P. berghei 
stade sanguin; 9: Globules rouges de souris 
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Figure 3.4 

PCR d'ADN de 12 touches diffcrentefi avcc des amorces spfcifiques de 
DG747 (a) et DG772 (b). Le contrite est un »toe constitute 1c PCN A 
(c)[Kilbey,1993 #519] 

Los ADN utilises sont issus dcs souches (puits 1 a 14, de gauche A 
droitc) : 

NF54, Bl, F32, D7, D25, D28, D41, D50, D51, HI. LI, Mad20, T9.96, 
PA. Lc puit 1 5 nc contient pas d* AtiN. La taffle du produit PCR, 
corxespondant a ctttt attcnduc est indiqufie b c6t6 des fleches. 
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Figure 3-5 

Prevalence dcs rfponses humorales contra His r 747 (a) at His 6 -772 (b) dans deux 
groupes d'age et dans deux zones d' endemic diffiireni.es 
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Figttre3.6 

Responses cellulaires centre Hi%-747 et His 6 -772 chcz des bumains ct des chimpanzte immunises 
avee des sporozoTtes irradids. Pour une recapitulation des rtponses contre tous lea antig&ttfcs voir 
chapitte 4, figure 4.5. 

a : Detection par Elispot de la secretion -d'lFN-y de cellules provenant d'humains immunise* par 
des sporozottes irradtes; b : responses celluiaires des chimpanzes immunises par des sporozoTtcs 
irradies, datecies pax stimulation de proliferation de lymphocytes T et secrition d'IFN-Y (par 
dosage et Elispots). 

I.S. Index de stimulation, UT : Unite Internationales ; LC Leucocytes (cellules mononuolees du 
sang pexipherique). His 6 -729, PC-pGEX : Recombinants appartenant a la proline LSA3 ; pGEX : 
proteine GST. Les valeurs seuils sont indiquees par une droite borizomale sur le graphe. 
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Figure 3.7 

Distribution des isotypcs d'IgG dans les Spouses humorales centre 18^747 et His*- 
772 d'individus of poses difterraiicUtmcnt an paiudisme, ISS : Volontaires hmnanisds 
avoc des sporozoftcs imdiea ; SHI : Serum hyper-unmun ; Transfusion : Serum de 
pcrsbnnes uyant contract* un paiudisme par transfusion de sang infectc. Les tanx dc 
reponses derate* en ELISA sont represeotes par rapport aux taux d'IgG total obtenus, 
I/ecart type est indique sur le graphe. 
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Figured . 

RSporoes humorales de souris imnumisdes evec quatre fonnulauons dc la 
proline rccombinante. a: responses anti-747; b: rdponses anti-772. 
SB: avec r adjuvant SBS2A ; micro: recombinant adsorbe sur des 
micr6t>articules ; IFA : Adjuvant incompiet dc Fieund ; Vi: Sons forme d'ADN 
dan? le vecteur VR1020 en PBS . 



